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A. 研究目的 

 レジオネラ症の主要な起因菌である L. 

pneumophila は、15 の血清群（Serogroup、以下

SG と略）が知られている。レジオネラ症患者

の感染源を特定するには、患者から菌株を分離

し、感染源が疑われる入浴施設などからの環境

分離株をスクリーニングし、SG が一致した菌

株について、遺伝子解析を行い、その同一性を

確認する。従来行われてきた免疫血清を用いた

凝集反応による血清群別は、菌体の量を必要と

し、培養による菌体の調製に日数がかかると

いった欠点があった。また、いずれの免疫血清

とも反応せず、群別できない菌株の存在も問題

となっていた。 

レジオネラ症の診断の 95%は、尿中抗原の検

出によって行われている 1）。従来の尿中抗原検

出キットは、起因菌が L. pneumophila SG1 の場

合のみ陽性となったが、2019 年より他の血清

群の場合も診断可能な尿中抗原キットが販売

され、使用率が伸びている 2）。そうした背景か

ら、従来はSG1の群別が主であったところを、

2 から 15 の群別の必要性が高まりつつある。

また、できれば培養の時間をかけず少量の菌体

から血清群を型別できる方が、感染源の特定に

研究要旨： 従来の免疫凝集法では血清群の判定が不能だった Legionella pneumophila の菌株

について、新しく開発した multiplex-PCR 法とその改良により、血清群の型別を可能にした。本

法を用いると判定不能とならず、いずれかの血清群に型別できた。プライマーの修正と追加に

より、血清群 13 と 14 の型別能力が向上した。従来の免疫凝集法では、必要な菌体量の確保に

培養の日数を要したが、PCR を用いた本法では、ごく少量の菌で実施が可能となった。判定不

能を解決した際に、免疫凝集法の前処理における問題点を指摘できた。 PCR を用いた本法は判

定までの日数が短く、感染源の特定に有用と期待できる。血清型別判定の根拠となる PCR 産物

のサイズは、近接したサイズ間で数 10〜100 bp 前後の違いが生じるように設計されているが、

不慣れな場合、産物のサイズを見誤ることがある。PCR 時にコントロール DNA を併用すること

で、PCR 産物のサイズの判断が容易になる。当初は、抽出ゲノム DNA を混合してポジティブコ

ントロールとしていたが、調製が煩雑で、保存時の安定性に課題があった。そこで、人工遺伝子

を混合したコントロール DNA を作製した。コントロール DNA が安定して供給できるようにな

り、本法がより使いやすくなった。 
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は有利である。 

そこで本研究では、血清群別を微量な試料か

ら行うことの出来る、multiplex-PCR（M-PCR）

法 3）を用いて、免疫血清では群別不能だった菌

株の型別を行った。さらに SG13 と 14 の検出

を改良し、ポジティブコントロールかつサイズ

マーカーとなる人工遺伝子の作製を行った。そ

の後にレジオネラ・レファレンスセンターを通

じて普及を進めた。 

  

B. 研究方法 

1. 使用菌株 

2016 年から 2020 年に神戸市内の浴場水から

分離された L. pneumophila 220 株のうち、レジ

オネラ免疫血清「生研」（デンカ株式会社）を

用 い て 判 定 不 能 の SGUT と さ れ た L. 

pneumophila 41 株を使用した。基準として、日

本国内で分離された、SG1 から 15 の 15 株を

使用した（レジオネラ免疫血清「生研」による

判定）。この 15 株については、SG1 は長崎大

学から分与された臨床分離株、SG2 から 15 は

東京都予防医学協会から分与された環境分離

株である。 

2. 実験方法 

M-PCR 法による SGg（SG-genotypes）の決定

は、中植らの方法 3）にしたがった。本法は 2 段

階から成り、1 段階目の PCR で、SG の 1、2、

3/15、5、6/12、7、8、9、11、13 の判定ができ

る（3 と 15、6 と 12 は区別することができな

い）。いずれの血清群のバンドも得られなかっ

た場合は、SG4/10/14 プライマーを用いた 2 段

階目の PCR を行い、バンドを確認する（バン

ドが得られた場合、SG4 か 10 か 14 のいずれ

かである）。供試菌株が L. pneumophila である

場合には、1 段階目か 2 段階目で血清群に特異

的なバンドを確認できる。 

混合 DNA の作製には、DNA Blood &Tissue 

Kit (QIAGEN)で抽出した精製 DNA を用いた。 

（倫理面への配慮） 

 本研究は、国立感染症研究所の病原体取扱

管理規定にしたがった。利益相反委員会の指

導・管理に従って、研究協力関係にある企業

等について、研究班内で情報共有を行った。

開示すべき企業からの経済的利益は受けてい

ない。 

 

C. 研究結果 

1. レジオネラ免疫血清において判定不能だっ

た 41 株の M-PCR による型別 

 レジオネラ免疫血清において判定不能の

SGUT とされた 41 株（18.6%）に対して、M-

PCR を適用して SGg（SG-genotypes）を決定し

た。24 株（58.5％）が SGg4/10/14、7 株（17.1%）

が SGg1、3 株（7.3%）が SGg5、3 株（7.3%）

が SGg6/12、3 株（7.3%）が SGg8、1 株（2.4%）

が SGg7 に血清群別された（図 1）。すなわち、

41 株全部がいずれかの血清群に定まった。 

 臨床上重要な SGg1 について、レジオネラ免

疫血清による型別を再度検討したところ、前処

理の加熱処理の有無により結果が変化するこ

とが判明した。レジオネラ免疫血清「生研」で

は加熱死菌を用いるが、SGg1 と判定された

SGUT 株について、生菌を用いる免疫凝集反応

(Oxoid レジオネラ・ラテックステスト（関東化

学）)を実施すると、すべて SG1 となり、M-PCR

の結果と一致した。 

2. プロトコールの改良 

(1) SG14 プライマーの設定 

 SG14 の塩基配列（accession no. LC586140）

において、lpg0745 遺伝子から 743 kb 下流に

SG14 特異的な遺伝子が存在したので、その遺

伝子を検出するプライマーを設定した。この

PCR により SGg14 も群別が可能となった。 

 なお、先の SGUT から SGg4/10/14 と型別で

きた 24 株に SGg14 は含まれておらず、すべ

て SGg4/10 と判定された。 

(2) SG13 プライマーの改良 

後述する混合 DNA を用いたポジティブコン

トロールの作製にあたり、SGg13 のバンドが弱

くなる現象が認められた。ATCC 43736 の配列

（ accession no. FR747827）に基づく従来の

SG13 プライマーには、日本の SG13（accession 

no. LC586138）3）で多く見られる置換変異との

ミスマッチが存在したことから、混合塩基から
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成るプライマーに改良した。 

以上を踏まえたプライマー一覧を含むプロ

トコールを別添 1 に示した（別添 1 に記載の結

果は本研究以前に行われたものである）。 

3. キットの作製 

コントロール DNA として用いる人工遺伝子

は、表 1 に示した GenBank/ENBL/DDBJ の

accession no.の塩基配列に従って、各プライ

マーで増幅される領域を持つように設計、作製

された 3）。これらの人工遺伝子をコントロール

として用いてLegionella SG pre-mix primer setを

用いて PCR を行うと、適切な大きさの増幅産

物が確認できた。株式会社ファスマックから令

和 5 年 6 月から市販されることになった L. 

pneumophila 血清型別マルチプレックス PCR 

用試薬取扱説明書を掲載した（別添 2）。 

4. L. pneumophila 血清型別マルチプレックス

PCR 用試薬の購入と配布 

 株式会社ファスマックが製造したプライ

マーおよびコントロール DNA をレジオネラ・

レファレンスセンターが購入して、希望する地

衛研に配布した。 

 

D. 考察 

免疫血清では判定不能であった 41 株を 6 種

類の SGg に分けることができた。本法を用い

ると判定不能とならず、いずれかの SGg に型

別できるので、疫学調査において有用な型別法

であると考えられる。また、従来の免疫凝集法

を行うのに必要な菌体を確保するための培養

には日数がかかるが、PCR を用いた本法は、ご

く少量の菌数で施行することができるので、判

定までの日数が短くなる。感染源特定の際の時

間の短縮が期待できる。血清凝集反応の交叉反

応を避ける前処理として加熱処理を行われる

ことがあり、菌株によってはこの加熱処理によ

り本来の免疫原性が失われると判明したが、

M-PCR 法ではそのような特別な検討を必要と

しない。 

本法で得られた増幅産物は、アガロースゲル

電気泳動で数 10 bp違いのバンドとして出現す

るが、市販の 100 bp ラダーDNA マーカーを一

緒に泳動しただけでは、バンドサイズの判断に

苦慮することもある。必要に応じて、抽出ゲノ

ム DNA を混合してポジティブコントロールと

していたが、調製が煩雑で、保存時の安定性に

課題があった。そこで、人工遺伝子をコント

ロール DNA とすることで、コントロール DNA

の安定性が増した。さらに、Legionella SG pre-

mix primer set およびコントロール DNA が市販

されるようになり、簡便に使用可能となった。 

本法は分離菌株を対象としているが、喀痰か

らレジオネラ属菌が分離できなかった場合で

も、LAMP 法等により、レジオネラ陽性である

ことが判明している喀痰 DNA を鋳型として、

本法を用いて起因菌が SGg13 であると同定さ

れたという報告があった 4）。これまで喀痰DNA

からの直接同定が可能な血清群は SG1 だけ

だったが 5）、本法を用いるとそれ以外の血清群

も同定可能であることが示された。今回の報告

では喀痰 DNA 中のレジオネラ DNA 量が十分

にあったことが同定の成功要因となったと議

論されており、今後、少量の DNA でも血清型

別が可能となるリアルタイム PCR の開発が望

まれる。 

 

E. 結論 

 従来の免疫凝集法で判別不能だった

Legionella pneumophila の菌株が、新しく開発し

た M-PCR 法により、型別することができるよ

うになった。SG13 と SG14 の型別能力を向上

させる改良を加えた。バンドサイズの判定を容

易にするポジティブコントロールを用意した。

配布用プロトコールを作成した。 

 PCR を用いた本法では、ごく少量の菌で実

施が可能となることから、本法は判定までの日

数が短くなり、感染源の特定に有用と期待でき

る。 
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図 1. レジオネラ免疫血清で SGUT と判定された L. pneumophila 41 株の、M-PCR 法を用いた血清

群別（SGg）の結果割合 

 

 

表 1 人工遺伝子作製に用いた配列   

Target Accession no. 
Nucleotide position of  

F primer 

Nucleotide position of  

R primer 

MP_SG1 NC_002942 839256..839235 839007..839030 

MP_SG2 LC586135  38033..38052 38576..38557 

MP_SG3/15 LC586134  51624..51649 520332..52008 

MP_SG5 CP014256 879332..879353 879537..879518 

MP_SG6/12 CP003192 878012..878033 878710..878690 

MP_SG7 LC586136  32146..32165 32981..32961 

MP_SG8 LT906452 938340..938364 938506..938485 

MP_SG9 LC586133 31774..31796 32408..32386 

MP_SG11 LC586137  21666..21686 21980..21958 

MP_SG13 FR747827 11660..11679 12121..12101 

MP_SG14 CP113435* 1605760..1605737 1604797..1604774 

SP_SG4/10 LC586140  40773..40794 41008..40988 

5S rRNA AP024961 431324..431344 431410..431431 

*人工遺伝子作製にあたっては未登録配列を用いたが、blast 検索を行ったところ、用いた領域

について 100%同一の配列が登録されていたので、参照として示した。 

 

SGg4/10/14
58.5% (n=24)

SGg1
17.1% (n=7)

SGg5
7.3% (n=3)

SGg6/12
7.3% (n=3)

SGg8
7.3% (n=3)

SGg7
2.4% (n=1)

381



 
 

（別添 1） 
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＜Legionella pneumophila のマルチプレックス PCR による血清型別法＞ Ver. 2.0 

 

 L. pneumophila は 15 血清群に分けられるが、血清群特異的配列プライマーを用いたマルチ

プレックス PCR（M-PCR）により、血清群をグループ分けすることができる。この M-PCR は

2 段階から成り、1 段階目の M-PCR で、血清群 1、血清群 2、血清群 3/15、血清群 5、血清群

6/12、血清群 7、血清群 8、血清群 9、血清群 11、血清群 13、血清群 14 の判定ができる（血

清群 3 と 15、血清群 6 と 12 は区別することができない）。いずれの血清群のバンドも得られ

なかった場合は、血清群 4/10 プライマーを用いた 2 段階目の PCR を行い、バンドを確認する

（バンドが得られた場合、血清群 4 か 10 と判定される。血清群 4 と 10 は区別できない）。供

試菌株が L. pneumophila である場合には、1 段階目か 2 段階目のいずれかで血清群特異的なバ

ンドが確認できる 1)。スライド凝集反応でいずれの免疫血清にも凝集せず、UT と判定される

菌株も M-PCR ではいずれかに分類される。免疫血清による群別と区別するため、PCR によ

る血清型別は、SG の後に g を加えて、SGg1 のように記載することとする。M-PCR には

Legionella 属特異的プライマーも加えていて、供試菌株が Legionella 属菌であることを確認す

るとともに、PCR 反応が正しく行われているか確認できる。 

 

方法 

１段階目の M-PCR 用として、血清群 4/10 以外のプライマーセットと Legionella 属特異的プ

ライマーセットからなる 24 種類のプライマー（表 1）各 20 pmol/μL をプールした Primer-Mix

を予め作製する。2 段階目の M-PCR 用には、血清群 4/10 プライマーセットと Legionella 属特
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異的プライマーセット各 20 pmol/μL をプールする。2 段階目の M-PCR は 1 段階目で血清群が

決まらなかったときに行う。 

 M-PCR の反応溶液組成は以下の通り（1 検体当り）。 

 QIAGEN Multiplex-PCR Master Mix（Qiagen, Hilden, Germany）10 μL 

 Primer-Mix 1 段階目 4.8 μL（最終プライマー濃度 0.2 μM） 

     2 段階目 0.8 μL（最終プライマー濃度 0.2 μM） 

 鋳型 DNA 1ng 程度あるいはレジオネラ菌体*（104-106 CFU 相当） 

 滅菌水を加えて、全量を 20 μL にする。 

* 滅菌した爪楊枝で平板上のコロニーをつつき、10～100 μL の滅菌水に懸濁し、そのうち

の 1 μL を用いる。 

 反応条件 

 95℃で 15 分間の初期変性 

 28 回の増幅サイクル 94℃で 30 秒の変性 

    60℃で 90 秒のアニーリング 

    72℃で 30 秒の伸⾧ 

 72℃で 10 分間の最終伸⾧ 

 100―1,000 bp の範囲がよく分離されるような条件（例えば、0.5×TAE buffer、 2.0％アガ

ロースゲル）で、ローディングバッファーを添加した PCR 反応液 2 μL を電気泳動にかける。

サンプルの少なくとも片方の隣に、100 bp 刻みの DNA サイズマーカーを泳動する（例えば、

Gene Ladder; ニッポンジーン、2.5 μL/レーン）。 

 SG8、SG1、SG3/15、SG2、SG6/12、SG14 の精製 DNA の同量混合物および SG5、SG11、
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SG13、SG9、SG7 の精製 DNA の同量混合物を用いて、1 段階目の M-PCR を行うと、それぞ

れに対応するバンドが得られ、陽性コントロールかつサイズマーカーとなる。 

 

結果 

 日本と中国の臨床分離株、環境分離株計 238 株（各血清群の菌株数は、3 から 48 株）につ

いて、M-PCR による血清型別を行ったところ、デンカのレジオネラ免疫血清で群別できな

かった 5 株を除いて、すべて免疫血清による結果と一致した。免疫血清で群別できなかった

5 株は、SGg4/10 が 3 株、SGg6/12 が 1 株、SGg8 が 1 株であった 1)。 

 

参考文献 

 1 Nakaue R, Qin T, Morita M, Ren H, Chang B, Murai M, Amemura-Maekawa J, and Ohnishi M: 

Development of a multiplex-PCR serotyping assay for characterizing Legionella pneumophila 

serogroups based on the diversity of LPS biosynthetic loci. J Clin Microbiol. 59: e00157-21, 2021. 
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TABLE 1 Primer sequences of the PCR serotyping 1) 

Primer set 

Target gene 

 (Gene name） 

Product  

size (bp) 
Target SG(s) Forward primer sequence (5'→3') Reverce primer sequence (5'→3') 

SGg1 sg1-25 (srkA) 249 SG1 AAACGCCTCTTTGCTGAACCAG GTTGGGCATCTTCTTGATTAATCC 

SGg2 sg2-37 543 SG2 AAACGAGGGTGACTAAGTGC TATCAGGGGTAGCTGTTGGC 

SGg3/15 sg3-48/sg15-49 408 SG3 and SG15 GGAATTTGTAAAGCAAAGAAAACCAG AGATGTTTTGATCGCTAAAATGCCT 

SGg5 sg5-35 205 SG5 GAACCTATTCTTAATCCAGAGG TAGACGCATTGCCAAACAAG 

SGg6/12 sg12-57 698 SG6 and SG12 TTACTTGGCCATCTAAGTTACC CTTCACTTCCTTGGACTGTGC 

SGg7 sg7-30 (dapA) 835 SG7 TTAGTATTGAGAGGGTTGGC TGTGTAGGGCTTACAAAGTCC 

SGg8 sg8-68 166 SG8 TGCTCACTCTATAGTTTATGATTGG TAGTTTGACGATCAATTCCAGC 

SGg9 sg9-29 634 SG9 TTATCTGGATTATCTTCACCTCG GAATGGTATGAGAGAATCACTGG 

SGg11 sg11-23 (legI) 314 SG11 ACATTACGGTAGTGGCAAAGG TGTTCGATTTCACCTAACAATGC 

SGg13 sg13-37 461 SG13 ACCTTATGGT(A/C)TTGCAGATTC CA(G/T)CC(A/C)TCATGATCACTTGG 

SGg14 a, b - 986 SG14 and ST23b GTTTGGTTGATGCCAATAATCTCG AGCCAGAATATAAGTCATTGTCCG 

SGg4/10 c 
sg4-40 /sg10-36 

(patA) 
235 

SG4, SG10 and 

other SGsc 
AAACGAGATAAAGTCATATGCC TACGCAAATACCGTCTTTAGC 

Legionella genus 5S rRNA 108  GGCGACTATAGCG(A/G)TTTGGAA GCGATGACCTACTTTC(A/G)CATGA 

a Amemura-Maekawa et al., The 10th International Conference on Legionella, 2022. 
b Detection for SG14 and ST23 among SG1. 
c Detection for SG4, SG5, SG8, SG9, SG10, SG13, SG14, SGUT, a part of SG7, and a part of SG11. 
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研究用試薬                                                                          2023 年 5 月作成（第 1 版） 

 

Legionella pneumophila 血清型別マルチプレックス PCR 用試薬 

GenCheck® Legionella SG pre-mix primer set              商品コード：5-0002 

   GenCheck® Legionella SG control set    商品コード：5-0003 

 GenCheck® Legionella SG pre-mix primer ＆ control set 商品コード：5-0004 

 

 
 
Ⅰ 製品説明                                                                                 

L. pneumophila は 15 血清群に分けられるが、血清群特異的配列プライマーを用いたマルチプレックス PCR（M-PCR）により、血清群をグ

ループ分けすることができる。この M-PCR は 2 段階から成り、1 段階目の M-PCR で、血清群 1、血清群 2、血清群 3/15、血清群 5、血清群

6/12、血清群 7、血清群 8、血清群 9、血清群 11、血清群 13、血清群 14 の判定ができる（血清群 3 と 15、血清群 6 と 12 は区別することがで

きない）。いずれの血清群のバンドも得られなかった場合は、血清群 4/10 プライマーを用いた 2 段階目の PCR を行い、バンドを確認する（バン

ドが得られた場合、血清群 4 または 10 と判定される。血清群 4 と 10 は区別できない）。供試菌株が L. pneumophila である場合には、1 段階

目か 2 段階目のいずれかで血清群特異的なバンドが確認できる。M-PCR には Legionella 属特異的プライマーも加えてあり、供試菌株が

Legionella 属菌であることを確認するとともに、PCR 反応が正しく行われているか確認できる。 
 

Ⅱ 製品内容                                                                                 
 名    称 数量 

Ⅰ 
GenCheck® Legionella SG pre-mix primer set 
商品コード：5-0002 

Primer set1 （1 段階目 M-PCR 用）  40 反応分 （100 µL ✕ 2 本）  
（SG4/10 primer 以外、及び Legionella 属特異 5SrRNA primer） 

Primer set2 （2 段階目 M-PCR 用）  40 反応分 （35 µL ✕ 1 本） 
（SG4/10 primer 及び Legionella 属特異 5SrRNA primer） 

Ⅱ 
GenCheck® Legionella SG control set 
商品コード：5-0003 

PTC1  20 反応分 （20 µL ✕ 1 本） 
(5SrRNA＝108 bp、SG8= 166 bp、SG1= 249 bp、SG3/15= 408 bp、

SG2= 543 bp、SG6/12= 698 bp、S14= 986 bp) 
PTC2  20 反応分 （20 µL ✕ 1 本）） 

（5SrRNA＝108 bp、SG5= 205 bp、SG11= 314 bp、SG13= 461、

SG9= 634 bp、SG7= 835 bp、SG4/10= 235 bp） 

Ⅲ 
GenCheck® Legionella SG pre-mix primer ＆ 
control set 
商品コード：5-0004 

Primer set1 （1 段階目 M-PCR 用）  40 反応分 （100 µL ✕ 2 本） 
（SG4/10 primer 以外、及び Legionella 属特異 5SrRNA primer）  

Primer set2 （2 段階目 M-PCR 用）  40 反応分 （35 µL ✕ 1 本） 
（SG4/10 primer 及び Legionella 属特異 5SrRNA primer） 

PTC1  10 反応分 （10 µL ✕ 1 本） 
(5SrRNA＝108 bp、SG8= 166 bp、SG1= 249 bp、SG3/15= 408 bp、

SG2= 543 bp、SG6/12= 698 bp、S14= 986 bp) 
PTC2  10 反応分 （10 µL ✕ 1 本）） 

（5SrRNA＝108 bp、SG5= 205 bp、SG11= 314 bp、SG13= 461、

SG9= 634 bp、SG7= 835 bp、SG4/10= 235 bp） 

 
Ⅲ 保存方法                                                                                      

－20°C 
 

Ⅳ 使用期限                                                                                      

外装に記載 
 

Ⅴ 本製品以外に必要な試薬および機器類                                                                   

試薬   QIAGEN Multiplex-PCR Master Mix （Qiagen, Hilden, Germany） 
アガロースゲル （濃度 2.0％～2.5％） 
ゲルローディングバッファー 
電気泳動用バッファー （0.5×～1.0× TAE buffer） 
DNA 分子量マーカー 
ゲル染色液 （エチジウムブロミド溶液、 または同等の結果が得られるもの） 

 
    機器類  PCR 増幅反応装置 Veriti ［アプライドバイオシステムズ社製］、または同等の結果が得られるもの 

電気泳動装置および画像解析装置 
マイクロピペット、チップ、チューブ 
ボルテックスミキサー 
卓上遠心機 

 

取扱説明書 

（別添 2） 
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Ⅵ 実施例   

［試薬調製および PCR 増幅反応］ 
1． QIAGEN Multiplex-PCR Master Mix、Primer set1、Primer set2、PTC１、PTC2 及び RNase-Free Water を解凍した後、

ボルテックスミキサーで撹拌し、卓上遠心機等でスピンダウンする。

2． 反応液組成表に従い、鋳型 DNA 及び PTC 以外の試薬を必要量調製し、ボルテックスミキサーで混合し、卓上遠心機等でスピン 
ダウンする。

3． 調製した溶液から 19 µL ずつを PCR 用チューブまたは PCR 用プレートのウェルに分注する。 
4． 鋳型 DNA または PTC を PCR 用反応チューブまたは PCR 用プレートのウェルに 1.0 µL ずつ加えた後、PCR 増幅反応装置に 

セットする。

5． PCR 反応条件に従って、PCR を開始する。 
※ 反応系へのコンタミネーションがないことを確認するためには、Primer set を加えないもの並びに DNA 溶液を加えないものを陰性

コントロールとし、同時に PCR を行なうことを推奨する。

※ 鋳型 DNA 1ng 程度あるいは 104～106 CFU 相当レジオネラ菌体 （滅菌した爪楊枝で平板上のコロニーをつつき、10～100 µL の

滅菌水に懸濁し、そのうちの 1 µL を用いる）

［反応液組成表］ ［PCR 反応条件］ 
１段階目 M-PCR 
2x QIAGEN Multiplex PCR Master Mix 10 µL 
Primer set1 4.8 µL 
鋳型 DNA または PTC または RNase-Free Water 1.0 µL 
RNase-Free Water 4.2 µL 

Total 20 µL 
2 段階目 M-PCR 
2x QIAGEN Multiplex PCR Master Mix 10 µL 
Primer set2 0.8 µL 
鋳型 DNA または PTC または RNase-Free Water 1.0 µL 
RNase-Free Water 8.2 µL 

Total 20 µL 

［電気泳動］

1． TAE バッファーを満たした電気泳動漕に 2.5％アガロースゲルをセットし、PCR 増幅反応溶液 2.0～4.0 µL と適当量の

ゲルローディングバッファーを混合しウェルに全量注入する。

2． 電気泳動を行う。 
 １段階目 2 段階目 

M：marker (Wide-Range DNA Ladder, Takara Bio Inc.), 数字：血清群, P1：PTC1，P2：PTC2，N：No Template Control 
１段階目 Primer set1／P１ （下から 5SrRNA, SG8, SG1, SG3/15, SG2, SG6/12, S14）, Primer set1／P2 （下から 5SrRNA, SG5, 
SG11, SG13, SG9, SG7）, 2 段階目 Primer set2／P１ (5SrRNA のみ)，Primer set2／P2 (下から 5SrRNA、SG4/10)  

Ⅶ 使用上の注意

(1) 本製品は PCR をするための試薬です。その他の目的にはご使用になれません。

(2) 試薬についての基礎的な知識のある方以外は、取り扱わないでください。

(3) 取扱説明書記載内容と異なったお取り扱いによるトラブルにつきましては、弊社では責任を負いかねます。

(4) 本製品には使用期限が表示されております。使用期限を守ってご使用ください。

(5) 廃棄方法は、国または地方自治体の条例に従ってください。※ 素材 ： 0.5 mL チューブ （PP）、袋 （PE）、ラベル （PET）

(6) 本製品は冷凍保存品となります。使用前に氷上等で融解し、良く混ぜてから使用してください。

Ⅷ 参考文献  

 Nakaue R, Qin T, Morita M, Ren H, Chang B, Murai M, Amemura-Maekawa J, and Ohnishi M: Development of a multiplex-PCR 
serotyping assay for characterizing Legionella pneumophila serogroups based on the diversity of LPS biosynthetic loci. J Clin 
Microbiol. 59: e00157-21, 2021. 

製造販売元 ：            株式会社ファスマック

お問い合わせ先 ： 株式会社ファスマック 遺伝子検査事業部

〒243-0041 神奈川県厚木市緑ヶ丘 5-1-3   TEL：046-295-8787  FAX：046-294-3738 

温度 時間 サイクル数

95°C 15 min 1 cycle 
94°C 30 sec 

28 cycles 60°C 90 sec 
72°C 30 sec 
72°C 10 min 

1 cycle 
4°C ∞ 
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