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ソソソソフフフフトトトトウウウウェェェェアアアアのののの概概概概要要要要 1
この章では以下の項目についてご説明いたします。 

Topic Page

本書について 1-2

Primer Express

 

® ソフトウェアについて 1-3

当社へのお問い合わせ 1-5 
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本書について本書について本書について本書について

概要概要概要概要 本書では主に Primer Express ®ソフトウェアを用いて TaqMan ®プロー
ブ及びプライマーを検索する方法についてご説明します。

注意すべき用語注意すべき用語注意すべき用語注意すべき用語 本書では通常の本文部分とは別に、以下の 2種の説明部を設けていま
す。それぞれの "注意すべき用語 "には、特定の順守事項や体諸事項
が掲載されています。安全性や適性なソフトウェア作動にとって重要
ですので充分ご注意下さい。

注記注記注記注記 注意事項が記述してあることを示します。

重要重要重要重要 適正なソフトウェア作動に必要な事柄を説明します。

ソフトウェアのソフトウェアのソフトウェアのソフトウェアの
バージョンにバージョンにバージョンにバージョンに
ついてついてついてついて

この簡易操作ガイドは挿入図を含め全て Macintosh ®版の v1.5を元に
作成しました。 
v1.5と旧 v1.0との相違点は注記しました。 
Windows

 
®版の v2.0の操作方法は全て v1.5と共通です。

旧 v1.0をお持ちの方で v1.5へのアップデートをご希望の場合は弊社
テクニカルサポートまでご連絡下さい。
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Primer Express®ソフトウェアについてソフトウェアについてソフトウェアについてソフトウェアについて

概要概要概要概要  Primer Express ®ソフトウェアは PCRやシークエンスのアプリケーショ
ンのためのオリゴの設計及び解析を行うソフトウェアです。 

Primer Express

 

®

ソフトウェアのソフトウェアのソフトウェアのソフトウェアの
特徴特徴特徴特徴

種々の種々の種々の種々の  PCRアプリケーション及びシーケンシングアプリケーアプリケーション及びシーケンシングアプリケーアプリケーション及びシーケンシングアプリケーアプリケーション及びシーケンシングアプリケー
ションに対応ションに対応ションに対応ションに対応  

Primer Express

 

®ソフトウェアは種々の PCRアプリケーション及びシー
ケンシングアプリケーション別の特異的なドキュメントを用いること
により、そのアプリケーション用のオリゴヌクレオチドの設計、解析
を行うことのできるソフトウエアです。

注記注記注記注記 上記ドキュメントタイプは Primer Express ®  ソフトウェア v1.5及び 
v2.0の場合です。 v1.0 では含まれていないドキュメントタイプがあります。

バッチプロセス機能バッチプロセス機能バッチプロセス機能バッチプロセス機能

複数の同じアプリケーションドキュメントまたは異なったアプリケー
ションドキュメントに対する PCRプライマー及び TaqMan ®  プローブ
を同時に設計、検索を可能にする Batch Processingドキュメントが含
まれています。 

Primer Express

 

®ソフトウェアのドキュメント

アプリケーションとソフアプリケーションとソフアプリケーションとソフアプリケーションとソフ
トウエアトウエアトウエアトウエア ドキュメントタイプドキュメントタイプドキュメントタイプドキュメントタイプ  

PCR

 

�

 

DNA PCR

 

�

 

RT - PCR

 

�

 

Nested PCR

 

�

 

Allele Specific PCR

 

�

 

Multiplex PCR

 

�

 

TaqMan® Probe & Primer Design

 

�

 

TaqMan® MGB Probe & Primer 
Design

DNAシーケンシング � Cycle Sequencing 

�

 

Sequencing Primer

バッチプロセス機能 � Batch Processing

プライマーテスト機能 � Primer Test 

�

 

TaqMan® MGB Probe Test
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プライマーテスト機能プライマーテスト機能プライマーテスト機能プライマーテスト機能

さらに Primer Express ®ソフトウェアは 2つのプライマー配列を入力
すると瞬時に各プライマーの Tm値（ Nearest Neighbor法による計
算）、 GC%、また潜在的な 2次構造、プライマーダイマー形成の推測
ができる Primer Testドキュメントも含まれています。

多くのドキュメントを一度に表示可能多くのドキュメントを一度に表示可能多くのドキュメントを一度に表示可能多くのドキュメントを一度に表示可能  

Primer Express

 

®ソフトウェアは一度に表示できるドキュメントの数に
機能上制限はありません。しかしながら、 Primer Express ®ソフト
ウェアに割り当てられた RAMの容量と読み込むファイルのサイズと
数が、　プライマー及びプローブの検索スピードに影響します。
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当社へのお問い合わせ当社へのお問い合わせ当社へのお問い合わせ当社へのお問い合わせ  

Primer Express

 

®ソフトウェアや Sequence Detectionアプリケーショ
ン、 TaqMan ®プローブや Polymerase Chain Reaction (PCR)について
ご不明な点がありましたら、弊社スタッフにお問い合わせ下さい。

お問い合わせ先の住所、電話番号は以下の通りです。

アプライドバイオシステムズジャパン株式会社

テクニカルサポート

テクニカルサポート 東京都中央区八丁堀 4-5-4

フリーダイアル： 0120-477392

TEL : 03-5566-6530

FAX : 03-5566-6538

営業所

東京 東京都中央区八丁堀 4-5-4

TEL : 03-5566-6100

FAX : 03-5566-6501

名古屋 愛知県名古屋市千種区池下町 2-15 

TEL : 052-764-1201

FAX : 052-764-1202

大阪 大阪府吹田市広芝町10-28 

TEL : 06-6389-1201

FAX : 06-6389-1206

福岡 福岡県福岡市中央区赤坂 1-6-10

TEL : 092-771-2755

FAX : 092-771-2756
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Primer Express®

ソソソソフフフフトトトトウウウウェェェェアアアアののののイイイインンンンスススス
トトトトーーーールルルル 2
この章では以下の項目について掲載いたします。 

Topic Page
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® ソフトウェアの使用システム環境 2-2
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®ソフトウェアのインストール 2-3

使用メモリの増加方法 2-7 
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Primer Express®ソフトウェアの使用システム環境ソフトウェアの使用システム環境ソフトウェアの使用システム環境ソフトウェアの使用システム環境  

Macintosh

 

®版版版版  
v1.5の使用シスの使用シスの使用シスの使用シス
テム環境テム環境テム環境テム環境  

Primer Express

 

®ソフトウェア  v1.5を使用するためには下記の条件を満
たしていることが必要です。

重要重要重要重要  OS 8.1はアプリケーションとの間で問題が発生するため使用しないで
下さい。

注記注記注記注記  Primer Express ®ソフトウェア v1.0の使用システム環境は以下の通り
です。 

Windows

 

®版版版版  v2.0
の使用システムの使用システムの使用システムの使用システム
環境環境環境環境  

Primer Express

 

®ソフトウェア v2.0を使用するためには下記の条件を満
たしていることが必要です。 

Macintoshモデルモデルモデルモデル  7200 4400 G3 G4 

Macintosh

 

®

 

 OS 7.6.1 7.6.1/8.0 8.5.1/8.6 9.0

RAMメモリー 32MB 32MB 64MB 64MB

バーチャルメモリーの設定 OFF OFF OFF OFF

ハードディスクの空き容量 40MB

Macintosh

 

®モデル 68003, 68040, PowerPC

Macintosh

 

®

 

 OS 最低： Mac OS 7.1　推奨 Mac OS 7.5 以上 
Mac OS 7.1の場合 Thresad Managerがインス
トールされていることが必要 

RAMメモリー 8MB 推奨 16MB以上

バーチャルメモリーの設定 OFF

ハードディスクドライブ 80MB以上

コンピューターモデル Pentium ®  III搭載の PCコンピューター 

Windows

 

®

 

 OS Windows

 

®

 

 NT 4.0 Service Pack 3以上

ハードディスクドライブ 80MB以上
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Primer Express®ソフトウェアのインストールソフトウェアのインストールソフトウェアのインストールソフトウェアのインストール

概要概要概要概要  Primer Express ®ソフトウェアのインストール方法について、 Primer 
Express

 
®ソフトウェア v1.5 for Macintosh ®と Primer Express ®ソフト

ウェア v2.0 for Windows ®とそれぞれご説明致します。

重要重要重要重要 殆どのソフトウェアのインストールマニュアルに記述されていまうよ
うに、インストール中にはいずれのウィルス防止ソフトウェアも使用不能にし
ておく必要があります。インストールが完了しましたらウィルス防止ソフト
ウェアを使用可能状態に戻して下さい。 

Macintosh

 

®版版版版  
v1.5 のののの
インストールインストールインストールインストール  

Primer Express

 

®ソフトウェア v1.5 for Macintosh ®のインストール方法
についてご説明します。 

Primer Express

 

®ソフトウェア v1.5をインストールするには： 

Step 操作操作操作操作  

1

 

Primer Express

 

® ソフトウェア  v1.0をご利用の場合、 Primer 
Express™ 1.0フォルダ内の PXArchiveファイルを保存します。 
a. Primer Express™ 1.0フォルダを開きます。 

b. PXArchiveファイルをデスクトップ上にドラッグします。 

c. Primer Express™ 1.0フォルダを閉じます。

注記注記注記注記  Primer Express ®  v1.0をご利用でない場合このステップの
操作は必要ありません。 

2

 

Primer Express™ 1.0フォルダを Trash（ゴミ箱）に入れます。

注記注記注記注記  Primer Express™ v1.0をご利用でない場合このステップの
操作は必要ありません。 

3

 

Primer Express

 

®ソフトウェア v1.5 インストール CDを CD-R0Mド
ライブにセットします。
Primer Express® ソソソソフフフフトトトトウウウウェェェェアアアアののののイイイインンンンスススストトトトーーーールルルル 2-3  



 

Windows®版版版版  v2.0
のインストールのインストールのインストールのインストール  

Primer Express
 

®ソフトウェア v2.0 for Windows ®のインストール方法に
ついてご説明します。 

4 インストーラーアイコンをダブルクリックしソフトウェアによる
指示に従ってインストールを実行して下さい。

インストール中、 Primer Epxress ®  1.5 インストーラーは古いバー
ジョンのプログラムファイルを全て上書きします。インストール
は自動で行われ、既に存在するファイルを変更したりコンピュー
ターの再起動を行う必要はありません。 

5 インストールが終了したら Quitボタンをクリックしインストー
ラーを終了させます。 

6

 

Step 1でデスクトップ上に移動した PX Archive ファイルを新規に
インストールされた Primer Express ®  1.5フォルダ内にドラッグし
ます。

注記注記注記注記  Primer Express ®  v1.0をご利用でない場合このステップの
操作は必要ありません。 

Primer Express

 

®ソフトウェア v1.5をインストールするには： 

Step 操作操作操作操作  

Primer Express

 

®ソフトウェア v2.0をインストールするには： 

Step 操作操作操作操作  

1

 

Primer Express

 

®ソフトウェア v2.0 インストール CDを CD-R0Mド
ライブにセットします。 

2

 

Setupアイコンをダブルクリックしソフトウェアによる指示に従っ
てインストールを実行して下さい。 

3 インストールが終了したら Finishボタンをクリックしインストー
ラーを終了させます。
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Primer Express®

ソフトウェアソフトウェアソフトウェアソフトウェア   をををを
初めて使用する初めて使用する初めて使用する初めて使用する
時に行う操作時に行う操作時に行う操作時に行う操作

重要重要重要重要 インストール後 Primer Express ®ソフトウェアを初めて使用するとき
に Registration Codeを入力することが必要です。 Primer Express ®ソフト
ウェア  v1.0からのアップデートの場合、 v1.0の Registration Codeをそのまま
入力して下さい。 Registration Codeは CD-ROMと同梱の SOFTWARE 
REGISTRATIONカードに記載されています。 Registration Codeが無い場合は
弊社までお問い合わせ下さい。 

Primer Express

 

®ソフトウェアを初めて使用するときに行う操作は： 

Step 操作操作操作操作  
1

 

Primer Express

 

® ソフトウェアのアイコンをダブルクリックしま
す。 

Registration Code入力画面が表示されます。

注記注記注記注記  PX Archiveファイルまたは Preference Fileを移動させたり
除去したりした場合は、再度 Registration Codeを入力し直す必要
があります。 

2

 

Registration Codeを入力し OKボタンをクリックします。 

Registration Codeが受理されると、プライマーデザイン情報を保
存するための archive fileを指定するように指示がでます。 

3

 

Primer Express

 

®

 

 ソフトウェア v1.0から移動した PX Archiveファイ
ルがある場合はこのファイルを選択し、 Openボタンをクリック
します。

新規にインストールを行った場合は PX Archiveファイルを作成し
ます。 

a. Newボタンをクリックします。 

b. 名称及び保存場所を指定する画面が表示されます。保存場所
が Primer Express ®フォルダになっていることを確認して 
Saveボタンをクリックすると PX Archiveファイルが作成され
ます。
Primer Express® ソソソソフフフフトトトトウウウウェェェェアアアアののののイイイインンンンスススストトトトーーーールルルル 2-5  



 

複数の複数の複数の複数の  PX 
Archiveファイルファイルファイルファイル
の作成の作成の作成の作成

同一のコンピューターで何人かのユーザーのプライマー検索データを
保存する場合でも 1つの PX Archiveファイルがあれば充分ですが、
何らかの理由で異なった別の PX Archiveファイルを作成したい場合に
はいつでも作成することができます。 PX Archiveファイルはデータを
保存するのに用いられ、個人的にあるいは所属別のデータのプレファ
レンスとファイル管理には幾つかの個々の PX Archiveファイルが必要
になります。

新しい別の PX Archiveファイルを作成するには : 

Step 操作操作操作操作  

1

 

Primer Express

 

® ソフトウェアを終了します。 

2 プログラムを開始するために Primer Express ®アイコンをダブル
クリックします。 

3

 

PX Archive ファイル作成のためのダイアログボックスが表示され
るまで、スプラッシュスクリーンが表示されると同時に Primer 
Express

 
®ソフトウェア v1.0または v1.5の場合 optionキーを、 Primer 

Express
 

®ソフトウェア v2.0の場合は Altキーを押し続けます。 

[Primer Express

 

®のスプラッシュスクリーン ]

注記注記注記注記 古い PX Archiveファイルを残しておきたい時は、新しい 
Archiveファイルを別名で保存する必要があります。 

4 新しい PX Archiveファイルを作成するために Newボタンをク
リックします。 

5 新しい PX Archiveファイルに名前を付け、保存場所を指定して 
Saveボタンをクリックします。
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使用メモリの増加方法使用メモリの増加方法使用メモリの増加方法使用メモリの増加方法

使用メモリを使用メモリを使用メモリを使用メモリを
増やす必要性に増やす必要性に増やす必要性に増やす必要性に
ついてついてついてついて

注記注記注記注記  Primer Express ®ソフトウェア v2.0では以下の操作を行うことはでき
ません。 

Primer Express

 

®ソフトウェアを起動した際、 Primer Express ®プログ
ラムはある一定の RAMを使用します。使用中にメモリが不足した場
合は、 Primer Express ®ソフトウェアに割り当てられるメモリ容量を
増やすことができます。

使用メモリの使用メモリの使用メモリの使用メモリの
増加が必要な時増加が必要な時増加が必要な時増加が必要な時

以下の例の様な場合、 Primer Express ®ソフトウェアのメモリ容量を
増やして使用する必要があります。 

� 多くのドキュメントを同時に開くとき 

� インポートしたシーケンスファイルが非常に大きいとき 

� 多くの配列を含むバッチドキュメントや Multiplex PCRドキュメン
トで操作を行うとき

使用メモリの使用メモリの使用メモリの使用メモリの
増加方法増加方法増加方法増加方法

使用メモリを増やすには： 

Step 操作操作操作操作  

1 必要なファイルを保存し、 Primer Express ® ソフトウェアを終了し
ます。 

2 ファインダー上で Primer Express ®ソフトウェアのアイコンをク
リックし、さらに Fileメニューの Get Info（情報を見る）を選択
します。 

3 ダイアログボックスが表示されたら、 Preferred Size（使用サイ
ズ）エントリーフィールドの値を 1,000Kまで増やします。 

4

 

Get Info（情報を見る）ダイアログボックスを閉じます。

増加分のメモリーは Primer Express ®ソフトウェアを次回開いた
時に割り当てられます。

注記注記注記注記 もしメモリー不足が解消されない場合は、充分な処理速度
が得られるまで Preferred Size（使用サイズ）を増やして下さい。
Primer Express® ソソソソフフフフトトトトウウウウェェェェアアアアののののイイイインンンンスススストトトトーーーールルルル 2-7



 

2-8 Primer Express® ソソソソフフフフトトトトウウウウェェェェアアアアののののイイイインンンンスススストトトトーーーールルルル



3
Primer Express®

ソソソソフフフフトトトトウウウウエエエエアアアアペペペペーーーージジジジ 3
この章では以下の項目についてご説明いたします。 

Topic Page

 

Primer Express

 

® ソフトウエアページについて 3-2

標準の Sequenceページ 3-4 
 Primer Express® ソソソソフフフフトトトトウウウウエエエエアアアアペペペペーーーージジジジ 3-1  



 

Primer Express®ソフトウェアページについてソフトウェアページについてソフトウェアページについてソフトウェアページについて

ページとタブページとタブページとタブページとタブ  Primer Express ®ソフトウェアの各ドキュメントは Batch Processingド
キュメントと Primer Testドキュメントおよび TaqMan ® MGB Probe 
Testドキュメント以外は7つのページから構成されており、また各ペー
ジには以下のように固有のタブが付いています。

ページ名及び　ページ名及び　ページ名及び　ページ名及び　
タブ名タブ名タブ名タブ名

各ページに相当するタブ名は以下の通りになっております。

注記注記注記注記  Recipeページと Resultsページには PCR反応の諸条件が表示されま
すが、実際の反応条件はご使用になる弊社の試薬商品によって異なりますの
で、各試薬商品毎のプロトコールに準じて PCR反応の諸条件を設定すること
が必要です。

ページ名ページ名ページ名ページ名 タブ名タブ名タブ名タブ名 使用目的使用目的使用目的使用目的  

Sequence Sequence 配列データの入力及び注釈 

Parameters Params Primerの Tm値や長さ、増幅産物の Tm値
は長さ、 GC%、繰り返し塩基数及び 5’末
テール等のスペックの設定 

Reaction 
Condition

Rxn Cond DNA濃度、塩濃度、 Mg濃度の設定及び 
PCR酵素の選択 

Primers Primers 検索された Primerセットの表示とソート 

Map Map 検索された Primerセットのグラフィック
表示及びソートと、配列の Tm / GC%の
グラフィック表示 

Recipe Recipe PCRの反応系の算出及びプロトコールの
プリントアウト 

Results Results 検索された Primerを用いた PCR反応の
結果の記録
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ページの表示ページの表示ページの表示ページの表示  Primer Express ®ソフトウェアの各ページをみるには、相当するタブ
をクリックします。

ダイナミック　ダイナミック　ダイナミック　ダイナミック　
リンクリンクリンクリンク  

Primer Express
 

®ソフトウェアは異なったページで配列データ、プラ
イマーデータ、アノテーション等を変更することができます。 Primer 
Express

 
®ソフトウェアの各ページは他の全てのページとリンクしてい

ますので、1つのページでデータを分類したり、プライマーを検索さ
せたりするとその結果は全てのページに反映します。 

4
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標準の標準の標準の標準の Sequenceページページページページ

標準の標準の標準の標準の  
Sequenceページページページページ
についてについてについてについて

標準の Sequenceページでは 1つ以上の sequenceファイルを読み込
ませることができます。この標準の Sequenceページは、特殊な 
Sequenceページをもつ Allelic Specific PCRドキュメントと Sequence
ページをもたない Batch Processingドキュメント、 Primer Testドキュ
メントを除く全てのドキュメント上に表示されます。 

Sequenceページページページページ
の例の例の例の例

下図は DNA PCR ドキュメントの Sequenceページの例になります。
ここでは仮に HUMGAPDHという sequenceファイルが読み込まれて
います。
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DNA配列のファ配列のファ配列のファ配列のファ
イル形式イル形式イル形式イル形式  

Primer Express
 

®ソフトウェアで読み込むことが可能な DNA配列の
ファイル形式は以下の通りになります。 

�

 

Factura™

 

�

 

Sequence Navigator

 

®

 

�

 

ABI 373/377/310 sample files

 

�

 

GeneWorks

 

�

 

GenBank

 

�

 

EMBL

 

�

 

ABIF

 

�

 

GCG

 

�

 

FASTA

 

�

 

plain text files

特徴特徴特徴特徴  Sequenceページの特徴は以下の通りになります。

注記注記注記注記  Primer Express ®ソフトウェア  v1.0では 8と 9のチェックボックスが
ありません。
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Sequenceページの特徴 

No. 項目項目項目項目 説明説明説明説明  

1

 

Sequence Data 
Lock

このアイコンは配列データがロックされて
いるか否かを示します。ロックを解除する
にはこのアイコンをクリックします。配列
データがロックされていれば Sequence
ページ上のどのテキストもカット、ペース
ト、ドラッグすることはできません。配列
を読み込ませる際は、ロックを解除しない
かぎりその配列はデフォルトでロックされ
ます。 

2

 

Length Lengthフィールドは Sequenceページ上に
表示されている配列の塩基数を示します。 
Sequenceファイルが読み込まれていない
場合は '0bp’と表示されます。 

3

 

File Name File Nameフィールドはドキュメントに読
み込ませた配列の名前が表示されます。 
Multiplex PCRドキュメントでは読み込まれ
た全ての配列の名前はポップアップメ
ニューで表示されます。読み込まれた 
sequenceファイルが無い場合はこのフィー
ルドには 'No File Loaded’と表示されます。
表示されている名前を変更したい場合はそ
の名前の部分をハイライトにし新しい名前
を入力します。 

4

 

Selection Selectionフィールドにはハイライトされた
最初と最後の塩基番号を表示します。 

5

 

Import DNA File 
Button

このボタンは標準の Macintosh file 
nabigationダイアログボックスを介して 
Sequenceファイルを読み込ませる機能を
もっています。 Multiplex PCRドキュメン
トでは、複数の配列の Sequenceファイル
を読み込ませることができます。 
Sequenceファイルを読み込ませると、こ
のボタンはグレイアウト（反転表示）にな
ります（ Multiplex PCRは例外）。 

6

 

Double Stranded 
View Checkbox

Double Strandedチェックボックスにチェッ
を入れると両鎖の配列データを表示させる
ことができます。
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7 Help button このボタンは Primer Express ®ソフトウェ
アガイドオンラインヘルプ機能から 
Sequenceページに関する特異的なヘルプ
を得るためのものです。 Primer Express ®

ソフトウェアガイドを機能させるために 
Macintosh System7.5以上の OSが必要とな
ります。 

8

 

Limit 3’ G+C 
Checkbox

Limit 3’ G+Cチェックボックスにチェック
を入れるとプライマーの 3’末端から 5塩基
以内に Gまたは Cが二個以下のセットの
みを検索します。 

9

 

ppT Checkbox ppTチェックボックスにチェックを入れる
と Turbo TaqMan ®プローブを検索すること
ができます。 

10

 

Sequence Data 
Pane

Sequenceページのこの部分は、読み込ま
れた配列、若しくはキーボードで入力され
た配列データが表示されます。 

11

 

Scroll Bar Sequence Data Paneに表示されている配列
以外より多くの配列データが読み込まれて
いると、表示されていない他の全ての配列
データが見れるようにページの右側にスク
ロールバーが表示されます。 

No. 項目項目項目項目 説明説明説明説明
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12 Line Length 
Control

配列データは Sequence Data Pane上の
フォーマットを最高 120bp/lineまで変更す
ることができます。1 ラインあたりの長さ
は Sequence Data Paneのすぐ右上にある
スライダーコントロール（黒塗りの矢印）
で変更することができます。各ラインの最
後の塩基対の連続番号は Sequence Dara 
Paneの右マージンに表示されます。配列
データは 20-120bpの長さで表示できます。

ラインあたりの表示塩基長を変えるには :

a. 長くするにはウインドウの水平サイズ
を大きくします。

b. カーソルをスライダーコントロール上
におきます。カーソルがスライダーコ
ントロールカーソルに変わります。

c. スライダーコントロールカーソルをド
ラッグして長さを変えます。

長くするには右方向にドラッグし、短くす
るひは左方向にドラッグします。 

No. 項目項目項目項目 説明説明説明説明
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13 Base Grouping 
Control

配列データは読みやすいようにヌクレオチ
ドの一定の区分形式で表示させることがで
きます。

デフォルトの 1区分は10塩基です。 
Sequence Dataのすぐ左上にあるスライ
ダーコントロール（白抜きの矢印）によっ
て区分単位を変更することができます。

スライダーコントロールのすぐ下にある定
規は区分単位を示します。

配列データは 1-120塩基対の単位で区分で
き、また区分無しで表示させることもでき
ます。

区分単位を変更するには

a. スライダーコントロール上にカーソル
をおきます。するとカーソルがスライ
ダーコントロールカーソルに変わりま
す。

b. スライダーコントロールをドラッグし
て区分単位を変更します。 

� 区分単位を長くするには右方向へド
ラッグします。 

� 短くするには左方向へドラッグしま
す。 

� 区分を無くすためには左端までドラッ
グします。 

No. 項目項目項目項目 説明説明説明説明
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TaqMan®ププププロロロローーーーブブブブ
及及及及びびびびププププラララライイイイママママーーーーのののの
検検検検索索索索 4
この章では以下の項目についてご説明いたします。 

Topic Page

 

TaqMan

 

®プローブ及びプライマーの検索 4-2

TaqMan

 

®プローブ・プライマーセットが検索された場合 4-5

TaqMan

 

®プローブ・プライマーセットが検索されなかった場
合 

4-11

検索結果の保存 4-15

設計のガイドライン 4-19 
 TaqMan®ププププロロロローーーーブブブブ及及及及びびびびププププラララライイイイママママーーーーのののの検検検検索索索索 4-1  



 

TaqMan®プローブ及びプライマーの検索プローブ及びプライマーの検索プローブ及びプライマーの検索プローブ及びプライマーの検索  

TaqMan

 

®プロープロープロープロー
ブ及びプライブ及びプライブ及びプライブ及びプライ
マーの検索マーの検索マーの検索マーの検索

プローブ及びプライマーの検索を行います。 

TaqMan

 

®プローブ及びプライマーの検索をするには： 

Step 操作操作操作操作  
1

 

Primer Express

 

® ソフトウエアが起動した状態で、 Fileメニューの 
Newサブメニューより TaqMan® Probe & Primer Designを選択し、
新規の TaqMan ®  Probeドキュメントを開きます。

注記注記注記注記 上記 Newサブメニューは Primer Express ®ソフトウエア  
v1.5の場合です。 Primer Express ®ソフトウエア  v1.0の場合には含
まれていないドキュメントタイプがあります。
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2 TaqMan® Probeドキュメントに検索対象となる配列の入力を行い
ます。そのままタイプして入力することも可能ですが、以下の形
式のファイルであればそのまま読み込むことができます。 

�

 

Factura™

 

�

 

Sequence Navigator

 

®

 

�

 

ABI 373/377/310 sample files

 

�

 

GeneWorks

 

�

 

GenBank

 

�

 

EMBL

 

�

 

ABIF

 

�

 

GCG

 

�

 

FASTA

 

� plain text files

上記ファイルを直接読み込む方法は下記の通りです。 
a. 画面右上の Import DNA FIleボタンをクリックすると、ダイア
ログボックスが表示されます。 

b. 読み込ませるファイルを選択し、開く（若しくは Open）をク
リックするとその配列が読み込まれ、 Sequenceページに表
示されます。

注記注記注記注記  Microsoft ®  Wordや PageMaker ®のようなワープロ・ペー
ジレイアウトプログラムでフォーマットされたファイルを読み込
ませることはできません。これらのアプリケーションプログラム
から配列を読み込ませる時には、一旦そのファイルをフォーマッ
トされていないテキストファイルで保存をして下さい。 

TaqMan

 

®プローブ及びプライマーの検索をするには： 

Step 操作操作操作操作
TaqMan®ププププロロロローーーーブブブブ及及及及びびびびププププラララライイイイママママーーーーのののの検検検検索索索索 4-3    



 

3 画面右上の "Limit 3’ G+C”チェックボックスにチェックを入れま
す。

注記注記注記注記  Primer Express ®ソフトウエア  v1.0の場合はチェックボッ
クスがありません。そのまま次の Step4に進みます。 

4

 

Optionsメニューから Find Primers/Probes Nowを選択します。

選択したと同時に自動的に TaqMan ®プローブ及びプライマーの検
索が行われます。下部の status バーに検索の進行状況が随時表示
されます。 

5 検索が終了すると、以下のいずれかのメッセージが Statusバーに
表示されます。 

�

 

A total (n) primer pairs found. To examine primer pairs, click the 
‘Primers’ tab

(n)個のプローブ /プライマーセットが検索された、という表示
です（最大200 個まで検索結果は表示されます）。検索結果
の表示方法については 5-7 ページをご参照下さい。 

�

 

No Acceptable Primer Pairs Found. To determine why the 
search failed, use the ‘Interim Results’ window.

全く検索できなかった場合に上記の様に表示されます。この
場合検索条件等の変更が必要になります。詳細につきまして
は 5-12 ページ以降をご参照下さい。 

TaqMan

 

®プローブ及びプライマーの検索をするには： 

Step 操作操作操作操作
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TaqMan®プローブ・プライマーセットが検索された場合プローブ・プライマーセットが検索された場合プローブ・プライマーセットが検索された場合プローブ・プライマーセットが検索された場合

検索結果の表示検索結果の表示検索結果の表示検索結果の表示 検索結果は Sequenceページ、 Primersページ及び Mapページ上で確
認することができます。 

Sequenceページページページページ  

Primer Express

 

®ソフトウエアが適当な TaqMan ®  プローブとプライ
マーセットを 1つ以上検索することができた場合、最も優先順位の高
いセットが Sequenceページ上に表示されます。優先順位は Penalty 
Scoreによって決定されます。 TaqMan ®プローブとプライマーセット
が Sequenceページの表示されると、増幅される領域がハイライトで
表示されます。そして 2つのプライマーはカラーのアウトラインの矢
印で、 TaqMan  ®プローブはカラーのアウトラインボックスでそれぞ
れ表示されます。
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Primersページページページページ  

Primersページでは Statusバーに示された検索数の TaqMan ®プローブ・
プライマーセットが全て表示されます。横一列が一つの TaqMan ®プ
ローブ・プライマーセットになります。最も優先順位の高いセットか
ら順次リストアップされています。優先順位は Penalty Scoreによっ
て決定されていますが、各セット毎の Penalty Scoreは一番右側の 
Penaltyの項目に表示されています。ハイライト表示されている一つの
セットが Sequenceページで表示されているセットに相当します。こ
のハイライト表示されるセットは、クリックすることにより変更する
ことが可能です。 Primersページ上でハイライト表示のセットを変更
すると、 Sequenceページ上で表示されるセットも自動的に変更され、 
Primersページ上でハイライト表示されているセットが Sequenceペー
ジ上でも表示されます。
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Mapページページページページ  

Mapページでは Statusバーに示された検索数の TaqMan ®プローブ・プ
ライマーセットが全て表示されます。検索に用いた全体の配列内での 
TaqMan

 
®プローブ・プライマーの位置が図式で表示されます。またこ

のページでは配列全体の Tm値や GC%を図式で確認することができ
ます。ハイライト表示されている一つのセットが Sequenceページで
表示されているセットに相当します。このハイライト表示されるセッ
トは、クリックすることにより変更することが可能です。 

Sequenceページ、 Primersページ及び Mapページはそれぞれリンクし
ており、 Primersページ及び Mapページでのハイライト表示のセット
の変更はそのまま Sequenceページ上でも変更されます。
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TaqMan®プロープロープロープロー
ブ配列の確認ブ配列の確認ブ配列の確認ブ配列の確認

検索結果が得られたら、 TaqMan ®プローブの配列の確認を行います。 
TaqMan

 
®プローブの配列は Gよりも Cの数が多いものを選択しますが、

この項目については Primer Express ®ソフトウェアは自動検索を行い
ませんので、得られた結果の中からマニュアルで選択を行うことが必
要です。

注記注記注記注記  Primer Express ®ソフトウェア v1.0の場合、プライマーの 3’末端から 
5塩基以内に Gまたは Cが二個以下のものを選択する項目についての自動検索
が行われないため、得られた結果の中からマニュアルで選択を行うことが必要
です。 

TaqMan

 

®プローブの配列を確認するには： 

Step 操作操作操作操作  

1

 

TaqMan

 

®プローブ及びプライマーの検索を行い結果が得られたら 
Primerタブをクリックして Primerページを表示します。
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2 TaqMan®プローブの Startの文字をクリックすると、 TaqMan ®プ
ローブの開始塩基数に合せてソートがかかり、ほぼ同一の 
TaqMan

 

®プローブ毎に並び変えを行われます。 

3 同一の TaqMan ®プローブの配列毎に Gと Cの数を確認し、 Gよ
りも Cの数が多い TaqMan ®プローブを選択します。 

4

 

TaqMan

 

®プローブの長さを確認します。そして 30塩基以内の長さ
のものを選択します。

注記注記注記注記 長い配列しか得られなかった場合、 TaqMan ®  MGBプロー
ブで設計を行うことにより長さを短縮することができます。 

5 注記注記注記注記 このステップは Primer Express ®ソフトウェア  v1.0を使用
したときに行います。

選択した TaqMan ®プローブとセットになっているプライマーの配
列を確認し、フォワードとリバース共に 3’ 末端から 5塩基以内に 
Gまたは Cが 2個以下のセットを選択します。 

TaqMan

 

®プローブの配列を確認するには： 

Step 操作操作操作操作
TaqMan®ププププロロロローーーーブブブブ及及及及びびびびププププラララライイイイママママーーーーのののの検検検検索索索索 4-9   



 
その他の選択のその他の選択のその他の選択のその他の選択の
基準基準基準基準  

TaqMan
 

®プローブの配列を確認した後にまだ候補が数多く残っている
場合の選択の基準について以下にご説明致しますがあくまで選択の指
針の一助としてお考え下さい。 

� プライマーの 3’末端同士でプライマーダイマーを構築する可能性
のあるものは避けます。 
Optionsメニューから Show Primer Secondary Stractureを選択する
とプライマー及びプローブ分子内とプライマー分子間の塩基対形
成をシュミレートした図が表示されます。 Primersページを表示
した状態でハイライトのセットを変更すると Primer Secondary 
Structureも連動して図が切り換わります。その中で Primer Dimer
として示されたプライマーダイマー予測構造が数のように 3’末端
同士で塩基対を形成するものは避けたほうが良いかもしれません。
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TaqMan®プローブ・プライマーセットが検索されなかったプローブ・プライマーセットが検索されなかったプローブ・プライマーセットが検索されなかったプローブ・プライマーセットが検索されなかった
場合場合場合場合

変更条件の確認変更条件の確認変更条件の確認変更条件の確認 検索終了後 Statusフィールドに 'No Acceptable Primer Pairs Found’と
いうメッセージが表示され Primer Express ®ソフトウェアが適当な 
TaqMan

 
®プローブ・プライマーセットを全く検索できなかった場合、

適切なセットが検索されるまで検索条件を緩める等の処置が必要にな
ります。

はじめに検索結果が得られない原因になっている項目の確認を行いま
す。そのために 

�

 

Interim Results画面を見る 

�

 

Mapページで Tm値及び GC%の確認をする

この二つの操作を行います。 

Interim Results
画面の確認画面の確認画面の確認画面の確認  

Optionsメニューから Show Interim Resultsを選択すると Interim Results
画面が表示されます。

左の項目が各検索条件にあたり、右の数値はその検索条件に対してパ
スした配列の数を示しています。パスした配列の数が 0の項目になっ
た最も上段のテストが検索時に障害となっている項目に相当し、その
項目の条件を緩めることがまず必要になります。

上記の例では Amplicon Length Test、つまり増幅長の設定項目で検索
結果が得られなかったことが確認できます。
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Mapページでのページでのページでのページでの  
Tm 値及び値及び値及び値及び  G C%
の確認の確認の確認の確認

配列全体の Tm値及び GC%の確認は Mapページで行うことができま
す。 

Tm Plot及び GC Plotのチェックボックスにチェックを入れます。

赤い線が Tm値の変動を、緑の線が GC%の変動を表しています。横
に引かれている点線は、それぞれ現在設定されている条件の上限と下
限を表しています。

そして条件とかなり異なっている場合、条件を実際の配列の値に近づ
けるようにします。

検索条件の変更検索条件の変更検索条件の変更検索条件の変更 検索条件の変更は下記の通りに行います。

検索条件の変更を行うには： 

Step 操作操作操作操作  

1

 

Mapページで確認したときに GC%が高い配列の場合は、 
Sequenceページ画面右上の "Limit 3’ G+C”チェックボックスの
チェックを外します。 

2

 

Optionsメニューから Find Primers/Probes Nowを選択します。

検索結果が得られなかった場合は Step3に進みます。
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3 Paramsタブをクリックし Paramsページを表示します。

画面左下の More Paramsボタンをクリックすると詳細が表示され
ます。

検索条件の変更を行うには： 

Step 操作操作操作操作
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4 Interim Results及び Mapページで得られた情報を元に、条件の変更
を行います。変更可能な項目は下記の通りです。 

�

 

Primer Tm Requirementのうち Min Tm（ 55 o Cまで）、 Max Tm
及び Optimal Tm。 

�

 

Amplicon Requirementの諸項目。 GC%が高い場合 Max Tmを 
85から 90まで変更可能（但し PCRの変性ステップの時間を長
くする等の変更を行うことが必要になる場合があります）。 

�

 

TaqMan

 

®

 

 Probe Requirementの Tm値の値を 10から7まで変更
可能。プライマーとプローブ間の Tm値の有意差をつけにく
い配列に有効。 

5 変更後 Sequenceタブをクリックし Sequenceページを表示しま
す。 

6

 

Optionsメニューから Find Primers/Probes Nowを選択します。 

7 検索結果が得られるまで Step3から6 を繰り返します。

検索条件の変更を行うには： 

Step 操作操作操作操作
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検索結果の保存検索結果の保存検索結果の保存検索結果の保存

概要概要概要概要 検索結果毎にプレートドキュメントを保存することができます（但し 
Primer Testドキュメントは保存することができません）。通常の保存の
操作では、保存されたデータは全て PX Archiveファイル内に保存され
ます。ドキュメント毎に単独のファイルとして保存したい場合は、保
存ではなく出力を行うことが必要になります。

この項目では Saveコマンドを使用した PX Archiveファイル内への保
存方法と単独のファイルとしての保存方法の二つの方法についてご説
明します。

また選択した TaqMan ®プローブ及びプライマーセットの配列のみを
テキストファイルとして保存する方法についてご説明します。 

Save コマンドをコマンドをコマンドをコマンドを
使用した保存方使用した保存方使用した保存方使用した保存方
法法法法  

Saveコマンドを使用して保存をするには : 

Step 操作操作操作操作  

1 保存をするドキュメントを開いた状態で、 Fileメニューより Save
又は Save As（別名で保存）を選択します。 

2

 

Document Nameと User Nameの入力欄が表示されます。 
Document Nameには "(Sequence Name) + TaqMan Probe”の形で
自動入力され、 User Nameにはソフトウエアの User Nameがそ
のまま入力されます。変更は可能ですので、適宜変更を行い、 
Saveをクリックします。
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単独のファイル単独のファイル単独のファイル単独のファイル
としての保存としての保存としての保存としての保存
方法方法方法方法

単独のファイルとして保存するには : 

3

 

Saveしたファイルを再度開く時には Primer Epxress ®ソフトウエア
を起動した状態で Fileメニューより Open を選択すると、 Archive
ファイル内に保存されているファイルの一覧が表示されますので、
その中から指定のファイルを選択し、 Openをクリックします。 

Step 操作操作操作操作  

Step 操作操作操作操作  

1 保存をするドキュメントを開いた状態で、 Fileメニューから 
Exportを選択します。 

2 ファイル名とデータの出力先の指定を行う画面が表示されますの
で、ファイル名を入力し出力先の指定を行って Exportボタンをク
リックします。 

3 出力されたドキュメントファイルは下記のようなアイコンで表示
されます。再度開くときにはこのアイコンをダブルクリックする
と開くことができます。
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選択したセット選択したセット選択したセット選択したセット
の配列情報のみの配列情報のみの配列情報のみの配列情報のみ
を保存する方法を保存する方法を保存する方法を保存する方法

選択した TaqMan ®プローブ及びプライマーセットの配列のみをテキ
ストファイルとして保存する方法についてご説明します。

選択したセットの配列情報のみを保存するには： 

Step 操作操作操作操作  

1 検索後 Primerページ上で選択した TaqMan ®プローブ及びプライ
マーセットをハイライトで選択します。 

2 画面下の Orderボタンをクリックします。 

Step1で選択した TaqMan ®プローブ及びプライマーの配列が表示
されたテキストファイルが開きます。

内容の追加や削除が必要な場合はファイル上で変更を行います。
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3 Fileメニューより Saveを選択すると下記の画面が表示されます。

ファイル名の入力と保存する場所の選択を行い、 Saveボタンをク
リックします。

選択したセットの配列情報のみを保存するには： 

Step 操作操作操作操作
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設計のガイドライン設計のガイドライン設計のガイドライン設計のガイドライン  

TaqMan

 

®プローブ及びプライマーの設計ガイドラインとして以下の基
準が設定されております。プライマーの設計ガイドラインは、 SYBR ®  
Greenの実験系にもあてはまります。

注記注記注記注記  *の項目については、 Primer Express ®ソフトウェアは自動検索を行い
ませんので、検索終了後に目視で確認することが必要です。

注記注記注記注記  **の項目については、 Primer Express ®  ソフトウェア v1.5は自動検索
を行いますが、 v1.0では行いませんので、検索終了後に目視で確認すること
が必要です。 

Primer Express

 

®

 

 ソフトウエアの初期設定では増幅産物鎖長を 50-
150bp以内のものを選択するように設定されています。増幅産物鎖長
は反応効率をより高くするために短いものがより望ましいです。また
反応効率の高い反応系では標準曲線を必要としない comparative Ct 
methodによる比較定量が可能になります。 

TaqMan

 

®

 

 プローブ及びプライマーの GC含量は 20-80%の範囲内で選択
をする必要があります。 GC%が高すぎると反応中に変性が充分にお
きない可能性があり、その場合反応効率が落ちてしまいます。さらに 
GC%が高い場合は分子間の相互作用を誘発し、増幅効率の低下及び 
SYBR

 
®

 
 Green Iアッセイの場合は非特異的なシグナルの増加が起きや

すくなります。 

TaqMan

 

®プローブプローブプローブプローブ

ガイドラインガイドラインガイドラインガイドライン  

Sequence Detectionプライマープライマープライマープライマー
ガイドライン（ガイドライン（ガイドライン（ガイドライン（  SYBR ®  Green又は又は又は又は  

TaqMan
 

®アッセイ）アッセイ）アッセイ）アッセイ）

まず初めに TaqMan ®プローブを選択し、次に TaqMan ®プローブと
近接している（但しオーバーラップはしない）プライマーセット

を選択します。

（増幅産物鎖長が 50- 150bp以内のものを強く推奨します。） 

GC含量は 20-80%の範囲内で選択します。

同一塩基の連続を避けて下さい。特に G に注意を払い、 
Gが 4塩基以上連続するものは避ける必要があります。 

Primer Express

 

®ソフトウエア上で 
Tm 値を 68-70 o Cに設定します。 

Primer Express
 

®ソフトウエア上で 
Tm値を 58-60 o Cに設定します。 

5’末端に G があってはいけません。 プライマーの 3’末末端から 5塩基
以内に Gまたは Cの塩基が 2個
以下の配列を選択します。 **

Gよりも Cがより多く含まれている 
TaqMan

 

®プローブを選択します。 *
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非特異産物の増幅をさけるため、 TaqMan ®プローブ及びプライマーの
配列内に 4塩基以上の G塩基の連続は避ける必要があります。 

GC%が低い配列では設定した Tm値を確保するために TaqMan ®  プロー
ブ及びプライマーの配列が長くなります。このことは定量実験にはそ
れほど影響はしませんが、但し TaqMan ®  プローブの長さが 40bpを越
えると Quenchingの効率が落ち、また合成時の回収率も落ちてしまう
ため注意が必要です。

ガイドラインに準じた Tm値に TaqMan ®  プローブ及びプライマーを
設定することで、標準の PCR条件で反応を行うことができます。 
TaqMan

 
®

 
 プローブの Tm値はプライマーの Tm値よりも 8-10 o C高く設定

することが必要です。 TaqMan ®  プローブがプライマーよりも早く鋳型
にハイブリすることにより、プライマーから伸長反応を進めてきた 
DNAポリメラーゼを待ち受けることができるようにするためです。 

Primer Express

 

®

 

 ソフトウエアでは 5’末端に Gが存在する TaqMan ®  プ
ローブは検索されません。 TaqMan ®  プローブが分解された後も Gの
塩基が Quencherの働きをしてしまうためです。 TaqMan ®  プローブが
分解された後の蛍光強度の増加が TaqMan ®  アッセイの重要なポイン
トになりますが、 Gが 5’末端にあった場合この蛍光強度の増加が G
により抑えられてしまいます。また「 TaqMan ®  プローブの塩基配列中
に Gよりも Cがより多い配列の方がΔ Rn値が大きくなる」という傾
向があることが確認されています。 Primer Express ®  ソフトウェアは
この点に関しては自動検索を行いませんので、目視で確認する必要が
あります。

プライマーの 3’末端から5塩基以内に Cまたは Gの塩基が 2塩基以
内のものを選択するのは非特異的産物の増幅を防ぐためです。 GC%
が高い配列の場合は増幅産物鎖長 150bp以下を保守するためにこの推
奨条件を緩和する必要が生じますが、緩和した場合もプライマーの 3’
末に Cまたは Gの塩基が集中している配列はできるだけ避けるように
して下さい。
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条条条条件件件件をををを設設設設定定定定ししししてててて
検検検検索索索索すすすするるるる方方方方法法法法 5
この章では以下の項目について説明いたします。 : 

\

 

Topic Page

 

Annotation Toolsについて 5-2

塩基配列情報の選択及び移動 5-4

Annotationの削除 5-7

TaqMan

 

®

 

 Probeの指定 5-8

検索対象外の配列の指定 5-10

Forward Primerの指定 5-12

Forward Primerの 3’末塩基の指定 5-13

Reverse Primerの指定 5-15

Reverse Primerの 3’末塩基の指定 5-17

指定の DNA配列から翻訳されたアミノ酸配列の表示 5-19

特定の塩基配列のラベル 5-21

ジャンクション部位の指定 5-23

制限酵素切断部位等のサイトの指定 5-25 
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Annotation Toolsについてについてについてについて

概要概要概要概要  Sequenceページを開いたときに Annotation Toolsパレットが左上に表
示されます。この 12種の Annotation Toolを用いることより配列上に
各種情報を表示することができます。 

Annotation Tools
パレットパレットパレットパレット  

TaqMan
 

®

 
 Probeドキュメントを開いた時の Annotation Toolsパレットは

下記の様に表示されます。 Annotation Toolsパレットは Sequence
ページを開いている時にのみ表示されます。この Toolsを使ったプラ
イマーやプローブの指定は全て Sequenceページ上で行います。

Select Tool

TaqMan® Probe Tool

Forward PrimerTool

Reverse Primer Tool

ORF Tool

Junction Tool

Eraser Tool

Exclude RegionTool

Forward Primer End Tool

Reverse Primer End Tool

Line Tool

Site Tool
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Toolのタイプのタイプのタイプのタイプ  Annotation Toolsは、プライマーの検索に影響しない Toolと、検索に影
響するため設定後再検索が必要になる Toolの大きく二つのタイプに分
けることができます。

パレットの移動パレットの移動パレットの移動パレットの移動 パレットのタイトルバーをドラッグすることにより、画面上の任意の
場所にパレットを移動することができます。

タイプタイプタイプタイプ  Tool

プライマー検索に影響しない Tool � Select 

�

 

ORF

 

�

 

Line

 

�

 

Site

プライマー検索に影響するため設定
後再検索が必要になる Tool 

�

 
Eraser

 
�

 TaqMan ®  Probe 

�

 

Exclude

 

�

 

Forward Primer

 

�

 

Forward Primer End

 

�

 

Reverse Primer

 

�

 

Reverse Primer End

 

�

 

Junction
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塩基配列情報の選択及び移動塩基配列情報の選択及び移動塩基配列情報の選択及び移動塩基配列情報の選択及び移動

概要概要概要概要  Select Toolを使用することにより、塩基配列を選択しコピーすること
ができます。

塩基配列の選択塩基配列の選択塩基配列の選択塩基配列の選択  Sequenceページの塩基配列上にカーソルを移動すると、カーソルの
形が変化します。

塩基配列を選択するためには、塩基配列上でクリック及びドラッグし
てハイライト表示させます。選択した配列は標準のコマンドを用いて
削除やコピーをすることができます。

塩基配列の塩基配列の塩基配列の塩基配列の
コピーコピーコピーコピー

任意の塩基配列を Macintosh ®のデスクトップ上のクリッピングファ
イル内にコピーすることができ、そしてさらに他のプログラム上で塩
基配列を利用することができます。

注記注記注記注記  Primer Express ®ソフトウェアの Drag-and Drop機能を使用するため
に、 Macintosh ®のシステムソフトウェアが Mac ®  OS 7.5以上であるか、また
は Mac ®  OS 7.1の場合 Thread Managerがインストールされていることが必
要です。

塩基配列をクリッピングファイルにコピーするには : 

Step 操作操作操作操作  
1 塩基配列のロックを解除します。

塩基配列のロックの解除に関する詳細につきましては4-6 ページ
の "Seqence Data Lock”の項目をご参照下さい。 

2

 

Select Toolをクリックします。 

3 コピーする塩基配列をドラッグしてハイライト表示させます。 
4 カーソルを一旦ハイライト表示で選択されている部位から離しま
す。 

5 再度カーソルをハイライト表示で選択されている配列上に移動す
るとハンドカーソルに形が変化します。

注記注記注記注記 不透明のハンドカーソルは手首の部分に袖口が表示され、
背後の配列情報はハンドカーソルで隠れて表示されます。透明の
ハンドカーソルは袖口部分が無く、背後の配列情報が透けて表示
されます。
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Annotationのののの
変更変更変更変更  

Select Toolを使用して設定されている Annotationを移動したり長さを
変更することができます。 

6 ハイライト表示で選択されている配列上でクリックし、そのまま
マウスのボタンを押し続けます。

ハンドカーソルが開いた手から結んだ手の形に変わります。 

7 ハイライト表示で選択されている配列をデスクトップ上にドラッ
グします。

マウスのボタンを離すと、ハイライト表示で選択されていた配列
が "Text Clipping"という名前のクリッピングファイルとして保存
されます。 

8 クリッピングファイルに新しい名前を付けるときは、ファイル名
を一度クリックしハイライト表示させ、新しい名前を入力します。

クリッピングファイルを読んだり、また他のアプリケーションに
ドロップすることもできます。詳細につきましては英文マニュア
ル C-5ページの ”Clipping File”の項目をご参照下さい。

塩基配列をクリッピングファイルにコピーするには : 

Step 操作操作操作操作  

Annotationを変更するには : 

Step 操作操作操作操作  

1

 

Toolパレット上の Select Toolをクリックします。 

2 塩基配列上でハイライト表示されている部位があった場合、一度
任意の位置でクリックをしてハイライト表示を消します。

注記注記注記注記 塩基配列上でハイライト表示されている部位があると 
Annotationの変更をすることはできません。 

3 カーソルを Annotation 上若しくは Annotationが開始・終了してい
る部位に合わせます。 

4 カーソルが正しい位置にあっている時には、カーソルがハンド
カーソルに変化します。 

5 クリックし、そのままマウスのボタンを押し続けます。 

Annotationが設定されている配列の末端が 1塩基のみの小さなハイ
ライトで表示されます。 

6 ハイライトをドラッグすることにより Annotation の位置を移動し
たり、長さを変更することができます。
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Annotationのののの
削除削除削除削除

殆どの（但し全てではありません） Annotationは Select Toolを使用し
て削除することができます。 

TaqMan
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 Probe、 Exclude、 Forward Primer、 Forward Primer End、 
Reverse Primer、 Reverse Primer End、 ORFと Lineの各 Annotationは 
Annotationの一方の末端からもう一方の末端までドラッグをすること
により削除できます。

注記注記注記注記  Editメニューより "Clear All Annotations"を選択することにより設定さ
れている全ての Annotation を同時に削除することができます。
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Annotationの削除の削除の削除の削除  

Annotationのののの
削除削除削除削除  

Eraser Toolを使用することによりドキュメント上から Annotationを削
除することができます。 

Annotationを削除するには、 Eraserボタンをクリックし、 Eraserカー
ソルの左端を削除する Annotationに合せてクリックします。

注記注記注記注記 殆どの Annotationは Select Toolを用いて削除することが可能です。

全ての全ての全ての全ての  
Annotaionのののの
削除削除削除削除

設定されている全ての Annotationを一度に削除するには、 Editメ
ニューから "Clear All Annotations”を選択します。
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TaqMan®プローブの指定プローブの指定プローブの指定プローブの指定

概要概要概要概要  TaqMan ®  Probe Toolを用いて TaqMan ®プローブの配列の指定を行うこ
とができます。 TaqMan ®  Probe Toolは TaqMan ®  Probeドキュメント
専用の Toolになります。

注記注記注記注記  TaqMan ®  Probeは一度に一個所の指定しか行えません。一度指定を
行ったのち別の部位で再度指定を行った場合、前回の指定は自動的に削除され
ます。 

TaqMan

 

®プロープロープロープロー
ブの指定ブの指定ブの指定ブの指定  

Taq Man
 

®プローブの指定を行うには : 

Step 操作操作操作操作  

1

 

TaqMan
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 Probe Toolをクリックします。

カーソルが緑色の I-beamカーソルに変化します。 

2 カーソルを TaqMan ®  プローブの指定を行う塩基配列上に合わせま
す。 

3 指定を行う配列をドラッグしてハイライト表示させます。マウス
のボタンを離すと、ハイライト表示で選択されている配列が 
TaqMan

 

®

 
 プローブとして指定されていることを示す緑色の小文字

の配列へと変化します。 

4 指定した TaqMan ®  プローブに対するプライマーの検索を行うため
には Options メニューより Find Probes/Primers Now を選択しま
す。
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TaqMan®プロープロープロープロー
ブの指定の変更ブの指定の変更ブの指定の変更ブの指定の変更  

TaqMan
 

®プローブの指定範囲の変更や移動を Select Toolを用いて行う
ことができます。変更方法の詳細につきましては 6-5ページの 
”Annotationの変更 "の項目をご参照下さい。
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検索対象外の配列の指定検索対象外の配列の指定検索対象外の配列の指定検索対象外の配列の指定

概要概要概要概要  Exclude Toolを用いることにより、検索の対象外とする配列部位の指
定を行うことができます。 

]

検索対象外の検索対象外の検索対象外の検索対象外の
配列の指定配列の指定配列の指定配列の指定

検索対象外の配列を指定するには :

検索対象外の検索対象外の検索対象外の検索対象外の
配列の指定位置配列の指定位置配列の指定位置配列の指定位置
等の変更等の変更等の変更等の変更

検索対象外の配列の指定範囲の変更や移動を Select Toolを用いて行う
ことができます。変更方法の詳細につきましては 6-5ページの 
”Annotationの変更 "の項目をご参照下さい。 

Step 操作操作操作操作  

1

 

Exclude Toolをクリックします。

カーソルが赤の I-beamカーソルに変化します。 

2 検索対象外にする塩基配列の始まりの位置にカーソルを合わせま
す。 

3 検索対象外にする塩基配列をドラッグしてハイライト表示で選択
します。マウスのボタンを離すとハイライト表示で選択した塩基
配列上に検索対象外として指定されたことを示す赤い横線が表示
されます。

検索対象外の指定の Annotation
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Forward Primerの指定の指定の指定の指定

概要概要概要概要  Forward Primer Toolを用いることにより Forward Primerの配列を指定
することができます。この Toolを用いて指定したプライマーは 
Paramsページ上の検索条件を満たしている必要はありません。

注記注記注記注記  Forward Primerは一度に一個所の指定しか行えません。一度指定を
行ったのち別の部位で再度指定を行った場合（ Forward Primer 3’ End Toolを
用いた場合を含みます）、前回の指定は自動的に削除されます。 

Forward Primer
の指定の指定の指定の指定  

Forward Primerの指定を行うには : 

Step 操作操作操作操作  

1

 

Forward Primer Toolをクリックします。

カーソルが青の I-beamカーソルに変化します。 

2 カーソルを Forward Primerの指定を行う配列の一番初めの部位に
合わせます。 

3 クリック及びドラッグをして指定を行う配列をハイライト表示で
選択します。マウスのボタンを離すとハイライトで選択した部位
の下に青い矢印が入り、 Forward Primerとして指定されたことが
画面上に表示されます。

Foward Primer指定部位
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Forward Primer
の指定位置等のの指定位置等のの指定位置等のの指定位置等の
変更変更変更変更  

Forward Primerの配列の指定範囲の変更や移動を Select Toolを用いて
行うことができます。変更方法の詳細につきましては 6-5ページの 
”Annotationの変更 "の項目をご参照下さい。 

\
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Forward Primerのののの 3’末端塩基の指定末端塩基の指定末端塩基の指定末端塩基の指定

概要概要概要概要  Forward Primer 3’End Toolを用いて Forward Primerの 3’末端の塩基指定
を行うことができます。この指定を行うと、 Primer Express ®ソフト
ウエアはこの塩基を 3’末端に持つ Forward Primerのみを検索します。

注記注記注記注記  Forward Primer 3’Endは一度に一個所の指定しか行えません。一度指
定を行ったのち別の部位で再度指定を行った場合（ Forward Primer Toolを用
いた場合を含みます）、前回の指定は自動的に削除されます。 

Forward Primer
のののの  3’末端塩基の末端塩基の末端塩基の末端塩基の
指定指定指定指定  

Forward Primerの 3’末端塩基を指定するには : 

Step 操作操作操作操作  

1

 

Forward Primer 3’End Toolをクリックします。

カーソルが青の I-beamカーソルに変化します。 

2 カーソルを Forward Primerの 3’末端塩基の指定を行う塩基に合わ
せます。 

3 マウスをクリックすると Forwad Primerの 3’末端塩基の指定が行
われたことを示す青の点線の矢印が画面上に表示されます。

Forward Primer 3”End指定部位
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Forward Primer
のののの  3’末端塩基の末端塩基の末端塩基の末端塩基の
指定等の変更指定等の変更指定等の変更指定等の変更  

Forward Primerの 3’末端塩基の指定範囲の変更や移動を Select Toolを用
いて行うことができます。変更方法の詳細につきましては 6-5ページ
の ”Annotationの変更 "の項目をご参照下さい。
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Reverse Primerの指定の指定の指定の指定

概要概要概要概要  Reverse Primer Toolを用いることにより Reverse Primerの配列を指定
することができます。この Toolを用いて指定したプライマーは 
Paramsページ上の検索条件を満たしている必要はありません。

注記注記注記注記  Reverse Primerは一度に一個所の指定しか行うことができません。一
度指定を行ったのち、その他の部位で再度指定を行った場合（ Reverse Primer 
3’End Toolを用いた場合を含みます）は始めに行った指定は自動的に削除され
ます。 

Reverse Primer
の指定の指定の指定の指定  

Reverse Primerの指定を行うには : 

Step 操作操作操作操作  

1

 

Reverse Primer Toolをクリックします。

カーソルが青の I-beamカーソルに変化します。 

2 カーソルを Reverse Primerの指定を行う配列の一番初めの部位に
合わせます。 

3 指定を行う配列をドラッグしてハイライト表示で選択します。マ
ウスのボタンを離すとハイライトで選択した部位の下に青い矢印
が入り、 Forward Primerとして指定されたことが画面上に表示さ
れます。

ReversePrimer指定部位
条条条条件件件件をををを設設設設定定定定ししししてててて検検検検索索索索すすすするるるる方方方方法法法法  5-15 



 

Reverse Primer
の指定位置等のの指定位置等のの指定位置等のの指定位置等の
変更変更変更変更  

Reverse Primerの配列の指定範囲の変更や移動を Select Toolを用いて
行うことができます。変更方法の詳細につきましては 6-5ページの 
”Annotationの変更 "の項目をご参照下さい。 

\

5-16 条条条条件件件件をををを設設設設定定定定ししししてててて検検検検索索索索すすすするるるる方方方方法法法法  



Reverse Primerのののの 3’末端塩基の指定末端塩基の指定末端塩基の指定末端塩基の指定

概要概要概要概要  Reverse Primer 3’End Toolを用いて Reverse Primerの 3’末端の塩基指定
を行うことができます。この指定を行うと、 Primer Express ®ソフト
ウエアはこの塩基を 3’末端に持つ Reverse Primerのみを検索します。

注記注記注記注記  Reverse Primer 3’Endは一度に一個所の指定しか行えません。一度指
定を行ったのち別の部位で再度指定を行った場合（ Reverse Primer Toolを用
いた場合を含みます）、前回の指定は自動的に削除されます。 

Reverse Primer
のののの  3’末端塩基の末端塩基の末端塩基の末端塩基の
指定指定指定指定  

Reverse Primerの 3’末端塩基を指定するには : 

Step 操作操作操作操作  

1

 

ReversePrimer 3’End Toolをクリックします。

カーソルが青の I-beamカーソルに変化します。 

2 カーソルを ReversePrimerの 3’末塩基の指定を行う塩基に合わせ
ます。 

3 マウスをクリックすると Reverse Primerの 3’末端塩基の指定が行
われたことを示す青の点線の矢印が画面上に表示されます。

Reverse Primer 3’End指定部位
条条条条件件件件をををを設設設設定定定定ししししてててて検検検検索索索索すすすするるるる方方方方法法法法  5-17 



 

Forward Primer
のののの  3’末端塩基の末端塩基の末端塩基の末端塩基の
指定等の変更指定等の変更指定等の変更指定等の変更  

Forward Primerの 3’末端塩基の指定範囲の変更や移動を Select Toolを用
いて行うことができます。変更方法の詳細につきましては 6-5ページ
の ”Annotationの変更 "の項目をご参照下さい。
5-18 条条条条件件件件をををを設設設設定定定定ししししてててて検検検検索索索索すすすするるるる方方方方法法法法  



指定の指定の指定の指定の DNA配列から翻訳されたアミノ酸配列の表示配列から翻訳されたアミノ酸配列の表示配列から翻訳されたアミノ酸配列の表示配列から翻訳されたアミノ酸配列の表示

概要概要概要概要  ORF (open reading frame) Toolを使用すると、選択した配列から推測
されるアミノ酸配列をアミノ酸コドン表に従って自動的に表示します。
このツールはタンパク質をコードしている配列部位の確認をするのに
有効です。

指定の指定の指定の指定の  DNA 配列配列配列配列
から翻訳されたから翻訳されたから翻訳されたから翻訳された
アミノ酸配列のアミノ酸配列のアミノ酸配列のアミノ酸配列の
表示表示表示表示

注記注記注記注記  ORFは 3 塩基に対して 1アミノ酸づつ表示されます。 3塩基に満たな
い場合は、その部位では ORFは表示されません。例えば 152塩基の配列に対
して ORFの指定を行った場合、 150塩基目までの ORFは表示されますが、 3’
末端の残り 2 塩基に対する ORF表示は行われず空白のままになります。

指定の DNA配列から翻訳されたアミノ酸配列を表示するには : 

Step 操作操作操作操作  

1

 

ORF Toolをクリックします。

カーソルが赤い矢印表示に変化します。 

2 カーソルを ORFの指定を行う配列の一番初めの塩基に合わせま
す。 

3

 

ORFを表示させる塩基配列をドラッグをしてハイライト表示で選
択します。マウスのボタンを離すとハイライト表示で選択した塩
基配列の下段にアミノ酸配列が表示されます。

指定の DNA配列から翻訳されたアミノ酸配列
条条条条件件件件をををを設設設設定定定定ししししてててて検検検検索索索索すすすするるるる方方方方法法法法  5-19



 

ORFの指定のの指定のの指定のの指定の
変更変更変更変更  

ORFの指定範囲の変更や移動を Select Toolを用いて行うことができま
す。変更方法の詳細につきましては 6-5ページの ”Annotationの変更 "
の項目をご参照下さい。 

4 不確定の塩基が含まれていた場合、その部位ではアミノ酸配列は
表示されませんが、確定部位上は表示されます。 

Step 操作操作操作操作
5-20 条条条条件件件件をををを設設設設定定定定ししししてててて検検検検索索索索すすすするるるる方方方方法法法法  



特定の塩基配列のラベル特定の塩基配列のラベル特定の塩基配列のラベル特定の塩基配列のラベル

概要概要概要概要  Line Toolを用いることで、塩基配列上の特定の部位を下線によるラベ
ルをすることができます。 Line Toolによるラベルはプライマーの検索
に影響をしません。

特定の塩基配列特定の塩基配列特定の塩基配列特定の塩基配列
のラベルのラベルのラベルのラベル

特定の塩基配列のラベルをするには : 

Step 操作操作操作操作  

1

 

Line Toolをクリックします。

カーソルがピンク色の I-beamカーソルに変化します。 

2 カーソルを下線でラベルをする初めの塩基に合わせます。 

3 下線でラベルする塩基配列をドラッグしてハイライト表示で選択
します。マウスのボタンを離すとハイライト表示で選択した塩基
配列にピンクの下線が表示されます。。

下線でラベルされた塩基配列
条条条条件件件件をををを設設設設定定定定ししししてててて検検検検索索索索すすすするるるる方方方方法法法法  5-21



 

ラベル位置のラベル位置のラベル位置のラベル位置の
指定等の変更指定等の変更指定等の変更指定等の変更

下線によるラベルの指定範囲の変更や移動を Select Toolを用いて行う
ことができます。変更方法の詳細につきましては 6-5ページの 
”Annotationの変更 "の項目をご参照下さい。
5-22 条条条条件件件件をををを設設設設定定定定ししししてててて検検検検索索索索すすすするるるる方方方方法法法法



ジャンクション部位の指定ジャンクション部位の指定ジャンクション部位の指定ジャンクション部位の指定

概要概要概要概要  Junction Toolを用いることにより、 mRNA又は cDNA配列上のエクソン
ジャンクション部位の指定をすることができます。エクソンジャンク
ション部位の指定を行うと、 Primer Express ®ソフトウエアはエクソ
ンジャンクションをまたいで設定された TaqMan ®プローブを含むプ
ライマー・プローブセットを選択します。

使用目的使用目的使用目的使用目的  Junction Toolを用いてエクソンジャンクション部位の指定を行い、 
TaqMan

 
®プローブをジャンクション上に作成すると genome DNAの配

列には TaqMan ®プローブがハイブリダイズしないため、 mRNAまた
は cDNA由来の PCR増幅産物のみを検出することが可能です。

ジャンクションジャンクションジャンクションジャンクション
部位の指定部位の指定部位の指定部位の指定

ジャンクション部位の指定を行うには : 

Step 操作操作操作操作  
1

 

Junction Toolをクリックします。

カーソルがジャンクションカーソルに変化します。
条条条条件件件件をををを設設設設定定定定ししししてててて検検検検索索索索すすすするるるる方方方方法法法法  5-23



 

ジャンクションジャンクションジャンクションジャンクション
部位の指定等の部位の指定等の部位の指定等の部位の指定等の
変更変更変更変更

ジャンクション部位の変更や移動を Select Toolを用いて行うことがで
きます。変更方法の詳細につきましては 6-5ページの ”Annotationの
変更 "の項目をご参照下さい。

ジャンクションジャンクションジャンクションジャンクション
部位の指定の　部位の指定の　部位の指定の　部位の指定の　
削除削除削除削除  

Eraser Toolを用いてジャンクション部位の指定を削除することができ
ます。削除方法の詳細につきましては 6-6ページの "Annotationの削
除 ”の項目をご参照下さい。 

2 ジャンクション部位の指定を行う配列にカーソルを合わせ、その
ままクリックをするとジャンクションのマークが塩基配列上に表
示されます。 

Step 操作操作操作操作

指定されたジャンクション部位
5-24 条条条条件件件件をををを設設設設定定定定ししししてててて検検検検索索索索すすすするるるる方方方方法法法法



制限酵素切断部位等のサイトの指定制限酵素切断部位等のサイトの指定制限酵素切断部位等のサイトの指定制限酵素切断部位等のサイトの指定

概要概要概要概要  Site Toolを用いることで制限酵素切断部位やクローニングサイト等の
サイトの指定を行うことができます。 Site Toolを用いて指定をした後、
サイトの名前を 15文字以内で入力することができます。

制限酵素切断部制限酵素切断部制限酵素切断部制限酵素切断部
位等のサイトの位等のサイトの位等のサイトの位等のサイトの
指定指定指定指定

サイトの指定を行うには : 

Step 操作操作操作操作  

1

 

Site Toolをクリックします。

カーソルが site arrowカーソルに変化します。 

2 カーソルをサイトの指定を行う塩基に合わせ、クリックするとサ
イトのマークが塩基配列上に表示されます。 

3

 

"Site”と表示されているところを一度クリックし、サイト名を入力
します。

指定されたサイト
条条条条件件件件をををを設設設設定定定定ししししてててて検検検検索索索索すすすするるるる方方方方法法法法  5-25



 

サイトの指定等サイトの指定等サイトの指定等サイトの指定等
の変更の変更の変更の変更

指定したサイトの移動を Select Toolを用いて行うことができます。変
更方法の詳細につきましては 6-5ページの ”Annotationの変更 "の項目
をご参照下さい。

サイトの指定のサイトの指定のサイトの指定のサイトの指定の
削除削除削除削除  

Eraser Toolを用いてサイトの指定を削除することができます。削除方
法の詳細につきましては 6-6ページの "Annotationの削除 ”の項目をご
参照下さい。
5-26 条条条条件件件件をををを設設設設定定定定ししししてててて検検検検索索索索すすすするるるる方方方方法法法法
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この章では以下の項目について説明いたします。 

\

 

Topic Page

相補鎖に対する TaqMan ®  プローブの検索方法 6-2

total gene配列からイントロンを削除する方法 6-4

特定のプライマー配列の Tm値の算出方法 6-6

特定の塩基配列の検索方法 6-8

TaqMan

 

®

 

 MGBプローブ 6-10 
補補補補足足足足情情情情報報報報 6-1



 

相補鎖に対する相補鎖に対する相補鎖に対する相補鎖に対する TaqMan ®プローブの検索方法プローブの検索方法プローブの検索方法プローブの検索方法

概要概要概要概要  TaqMan ®  Probe & Primer Designドキュメントで TaqMan ®  プローブの
検索を行う際には、 Forward Primerは Sequenceページに表示されて
いる塩基配列上で設計が行われ Reverse Primerはその相補鎖上で設計
されますが、 TaqMan ®プローブの場合は Forward Primerと同じよう
に Sequenceページに表示されている塩基配列上のみで設計が行われ
ます。 TaqMan ®プローブを相補鎖上に設計する場合は、塩基配列を相
補鎖に変換することが必要です。 

Sequence ページ上に表示されている塩基配列中に Gの塩基が非常に
多い場合、相補鎖に塩基配列を変換して検索をかけるとより良い結果
が得られる場合があります。

相補鎖に対する相補鎖に対する相補鎖に対する相補鎖に対する  
TaqMan

 
®プロープロープロープロー

ブの検索方法ブの検索方法ブの検索方法ブの検索方法

相補鎖に対する TaqMan ®  プローブを検索するには : 

Step 操作操作操作操作  

1

 

TaqMan

 

®

 

 Probe & Primer Designドキュメントを開き、相補鎖を作
成する塩基配列を読み込みます。 

2

 

Select Toolをクリックし、相補鎖を作成する塩基配列の範囲をク
リック及びドラッグによるハイライト表示で選択します。

全ての配列を選択する場合は Editメニューより Select Allを選択
します。
6-2 補補補補足足足足情情情情報報報報



注記注記注記注記  Copy Complementでコピーした相補鎖を別の Textファイルにペース
トすることができます。例えば Copy Complementでコピーした相補鎖を一度 
Symple Textにペースト名称をつけて保存し、それを改めて Import DNA Fileに
より読み込むことができます。 

3

 

Editメニューから Copy Complementを選択すると、選択した塩基
配列の相補鎖がコピーされます。 

4 新規の TaqMan ®  Probe & Primer Design Documentを開きます。 

5

 

Editメニューより Pasteを選択すると、相補鎖の塩基配列が 
Sequenceページ上に表示されます。 

6

 

TaqMan

 

®プローブの検索を行います。得られたプライマー・プ
ローブセットの TaqMan ®  プローブは相補鎖の塩基配列上に設計さ
れたものになります。 

Step 操作操作操作操作
補補補補足足足足情情情情報報報報 6-3



 total gene配列からイントロンを削除する方法配列からイントロンを削除する方法配列からイントロンを削除する方法配列からイントロンを削除する方法

概要概要概要概要  GenBank等に登録されている遺伝子の塩基配列情報の中には total 
geneの塩基配列が登録されているものがあります。 mRNA（又は 
cDNA）の定量用のプライマー・プローブ設計を行う際、エクソン
ジャンクション情報が明確な場合はそれを利用して genome DNAから
の増幅が生じないように設計を行うことができますので、 total gene
の塩基配列情報内に含まれているイントロン及びエクソンの情報を活
用することをお勧めいたします。 

Primer Express

 

®ソフトウエアにはアプリケーション毎に計 10種類のド
キュメントがありますが、そのなかの RT PCRドキュメントを使用す
ると total geneの配列からイントロン部位を自動的に削除することが
できます。イントロンが削除されたエクソン同士のリンク部位にジャ
ンクションの表示が入ります。 

total gene配列か配列か配列か配列か
らイントロンをらイントロンをらイントロンをらイントロンを
削除する方法削除する方法削除する方法削除する方法  

total geneの配列からイントロンを削除するには : 

Step 操作操作操作操作  

1

 

Fileメニューの Newサブメニューより RT PCR Documentを選択す
ると RT PCRドキュメントが開きます。 

2

 

Import DNA Fileボタンをクリックして、 total geneの配列を読み込
むと、自動的にイントロンが削除され、ジャンクションの表示が
入ります。
6-4 補補補補足足足足情情情情報報報報 



3 Editメニューから Select Allを選択して全ての塩基配列をハイライ
ト表示で選択します。一部の塩基配列のみ選択する場合は Select 
Toolを用いて選択する範囲のみハイライト表示で選択します。 

4

 

Editメニューから Copyを選択します。 

5 新規の TaqMan ®  Probe & Primer Designドキュメントを開きます。 

6

 

Editメニューから Pasteを選択するとイントロンが削除された配列
が表示されます。

注記注記注記注記 コピー及びペーストができるのは塩基配列のみです。各種 
Annotation設定をコピー及びペーストをすることはできません。 

7

 

RT PCRドキュメント上の各種 Annotation設定と同じになるように 
Annotation Toolsを用いて TaqMan ®  Probe & Primer Designドキュ
メント上に設定を行います。 

8 プローブ・プライマーセットの検索を行います。 

Step 操作操作操作操作
補補補補足足足足情情情情報報報報 6-5  



 特定のプライマー配列の特定のプライマー配列の特定のプライマー配列の特定のプライマー配列の Tm値の算出の方法値の算出の方法値の算出の方法値の算出の方法

概要概要概要概要 現在使用しているプライマーの Tm値を算出することができます。 
Forward Primerと Reverse Primerの両者を同時に入力すると、プライ
マーダイマー等予測される二次構造が図示されます。

プライマーを指定して検索を行う場合にこの方法で Primer Express ®

ソフトウェア上で算出される Tm値を確認することをお勧めいたしま
す。

特定のプライ特定のプライ特定のプライ特定のプライ
マー配列のマー配列のマー配列のマー配列の  Tm
値の算出方法値の算出方法値の算出方法値の算出方法

特定のプライマー配列の Tm値の算出をするには : 

Step 操作操作操作操作  

1

 

Fileメニューの Newサブメニューから Primer Test Documentを選択
すると Primer Testドキュメントが表示されます。

注記注記注記注記 上図は Primer Express ®ソフトウェア  v1.5の場合です。 
v1.0の場合には含まれていないドキュメントタイプ及びチェック
ボックスがあります。 

2

 

Primer Express

 

® ソフトウェアで検索に用いる場合は初期設定のま
ま算出した数値を用いますので、プライマー濃度及び塩濃度の変
更はしないでください。
6-6 補補補補足足足足情情情情報報報報



3 Forward Primer及び Reverse Primerのテキスト枠にそれぞれの塩
基配列を入力します。 

Tm値、 GC%、及び全長が表示されます。また予測される二次構
造も同時に表示されます。

配列をハイライトで選択すると、選択された部分のみの Tm値、 
GC%、及び全長が表示されます。

注記注記注記注記 ハイライトの機能を Primer Express ®ソフトウェア  v1.0で
使用することはできません。

右上の ppTチェックボックスにチェックをいれると Turbo 
TaqMan

 

®プローブとして作成した場合の Tm値が算出されます。

注記注記注記注記  Primer Express ®ソフトウェア  v1.0では Turbo TaqMan ®プ
ローブの Tm値を自動算出することはできません。 

Step 操作操作操作操作
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 特定の塩基配列の検索方法特定の塩基配列の検索方法特定の塩基配列の検索方法特定の塩基配列の検索方法

概要概要概要概要  Sequenceページの塩基配列内で、ある特定の塩基配列が存在するか
どうか検索を行うことができます。現在使用しているプライマーの位
置を確認したり、特定の制限酵素切断部位の検索を行うことができま
す。ここでは基本的な使用方法についてご説明いたしますので、詳細
につきましては英文マニュアル 7-10ページの "Find Sequence 
Command”をご参照下さい。

特定の塩基配列特定の塩基配列特定の塩基配列特定の塩基配列
の検索方法の検索方法の検索方法の検索方法  

Sequenceページの塩基配列内における特定の塩基配列の検索をする
には : 

Step 操作操作操作操作  

1

 

Editメニューより Find Sequenceを選択すると、 Find Sequence画
面が表示されます。 

2 上段のテキスト欄に、検索を行う塩基配列を入力します。

制限酵素切断部位の検索の場合、主な制限酵素の配列が既に登録
されています。右中央の Sites ポップアップメニューをクリック
すると各制限酵素の一覧が表示されますので、その中から選択し
ます。
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3 OKをクリックすると検索が行われます。

目的の配列が検索された場合、 Sequenceページ上に下線ラベル
付きで表示されます。

検索されなかった場合、以下のような画面が表示されますので、 
OKをクリックして画面を閉じます。 

Step 操作操作操作操作

検索された配列
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TaqMan® MGBプローブプローブプローブプローブ

概要概要概要概要 ここでは TaqMan ®  MGBプローブの特徴及び設計方法についてご説明
致します。

注記注記注記注記  TaqMan ®  MGBプローブの設計を行うためには Primer Express ®ソフト
ウェアのバージョンが v1.5 以上であることが必要です。

構造構造構造構造 下記は TaqMan ®  MGB Probeの構造の模式図です。 

�

 

R : Reporter dye

 

�

 

NFQ : No Fluorescent Quencher

 

�

 

MGB : Miner Groove Binder (Tm enhancer)

特徴特徴特徴特徴  TaqMan ®  MGBプローブの特徴は下記の通りです。 

�

 

3’末端に MGBを使用 
MGBは 2本鎖 DNAの miner grooveにはまりこむ鎌型の分子構造を持
つ物質で、ターゲットとなる鋳型 DNAにハイブリダイズすると、 
2本鎖 DNAの miner grooveに折りたたまれ安定な構造をとります。
プローブとターゲット遺伝子とのハイブリダイズが安定化される
ため、プローブの Tm値が上昇し、通常の TaqMan ®プローブより
も短い塩基長で設計することが可能になります。ターゲット遺伝
子が ATリッチの配列で通常の TaqMan ®プローブではプローブ鎖
長が 30塩基を越えてしまう場合は TaqMan ®  MGBプローブの利
用をお勧め致します。また SNPsアッセイにおいては相補的なプ
ローブと非相補的なプローブとの間の Tm値の格差が増すため、
通常の TaqMan ®プローブよりも SNPsの識別が容易になります。 

�

 

Quencherとして NFQを使用 
TaqMan

 
®

 
 MGBプローブの Quencherとして NFQを使用しているた

め、 TAMRA™を Quencherとして用いている通常の TaqMan ®プ
ローブと比較して蛍光のバックグラウンドが低くおさえられ、よ
り正確にリポーター蛍光強度を算出することができるようになり
ます。

R NFQ MGB
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TaqMan® MGB
プローブ設計のプローブ設計のプローブ設計のプローブ設計の
ガイドラインガイドラインガイドラインガイドライン  

TaqMan

 

®

 

 MGBプローブ設計のガイドラインは通常の TaqMan ®プロー
ブ設計のガイドラインに準じますが、以下の点のみご注意下さい。 

�

 

TaqMan

 

®

 

 MGBプローブ鎖長が 12塩基以下になってはいけません。 
12塩基以下ではプローブ配列の特異性が低くなってしまうためで
す。最低でも 13塩基以上のものを選択して下さい。 

TaqMan

 

®

 

 MGB
プローブの設計プローブの設計プローブの設計プローブの設計  

TaqMan
 

®

 
 MGBプローブの検索は TaqMan ®  MGB Probe & Primer 

Designドキュメントで行います。このドキュメントでは TaqMan ®  
MGBプローブ専用のアルゴニズムを用いてプローブの Tm値が算出さ
れます。 

TaqMan

 

® 

 

MGBプローブの設計を行うには： 

Step 操作操作操作操作  
1

 

Primer Express

 

® ソフトウエア  v1.5を起動します。 

2

 

Fileメニューの Newサブメニューから TaqMan ®  MGB Probe & 
Primer Designを選択します。

新規の TaqMan ®  MGB Probeドキュメントが開きます。
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3 4-3ページ以降の通常の TaqMan ®プローブの検索方法と同様に検索
を行います。 

4 検索結果が得られた場合は4-5 ページからの "TaqMan ®プロー
ブ・プライマーセットが検索された場合 "に準じて使用するセッ
トの選択を行います。

注記注記注記注記  TaqMan ®  MGBプローブ鎖長が 12塩基以下のものは避け
て下さい。 

5 検索結果が得られなかった場合は 4-11 ページからの "TaqMan ®プ
ローブ・プライマーセットが検索されなかった場合 "に準じて結
果が得られるまで検索条件を徐々に緩めてゆきます。 

TaqMan

 

® 

 

MGBプローブの設計を行うには： 

Step 操作操作操作操作
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