[bookmark: _Hlk186101040][bookmark: _Hlk186103372]マウスジェノタイピング受託サービス【初回テストタイピング】申し込みにあたって
2025.3ゲノム研究分野

詳細につきましては本資料後半の「マウスジェノタイピング受託サービスについて」に説明がありますので、内容をご確認、了承のうえでお申し込みをお願い致します。

以下目安として料金を記載しているところがありますが、【初回テストタイピング】を含めて料金は変更されることもあります。申し込み前にゲノム研究分野のホームページ(https://lsrc.guias.gifu-u.ac.jp/)で最新の料金をご確認願います。

この【初回テストタイピング】申込書は、初めての標的遺伝子/プライマーセットについてPCRで想定通りのタイピングができるかを確認するためのものです。サンプルはラットでも結構です。テストタイピングは結果の成否にかかわらず2,000円となっております。なお、標的遺伝子が同じであってもプライマーセットが異なる場合は別々の【初回テストタイピング】としてお申込みいただくことになります。

提出いただいた【初回テストタイピング】申込書をもとにゲノム研究分野でテストタイピングの実施日を検討のうえ(試料そのものがない限りテストはできませんので、試料提出日を再度確認させていただくこともあります)、おおよその結果送付予定日(試料受領から2週間以内が目安ですが、できたところでできるだけ早く送付)をお知らせ致します。

本申し込み書中に記載いただくプライマーについて合成費用は【初回テストタイピング】としてお支払いいただく2,000円中に含まれており(但し、プライマーが4種類以上だったり、35塩基以上など特殊な場合はその限りではありません)、テストタイピングが成功した場合は2回目以降の受託サービスにも使用することになります。プライマーは本申し込み書中の情報をもとにゲノム研究分野で依頼合成をしますが、到着までに1週間程度かかります。【初回テストタイピング】も含めて受託サービスの料金が変わるわけではありませんが、もし既にプライマーを保有していて、ゲノム研究分野にご提供いただけるようであれば、【初回テストタイピング】やその後の受託サービスにそれを使用させていただきます。尾や耳の試料提出日にもよりますが、プライマーを提供いただけるようであれば、結果送付予定日を早められる可能性があります。

テストタイピングで想定通りのタイピングができた後、2回目以降は【初回テストタイピング】申込書ではなく、より簡易なマウスジェノタイピング受託サービス申込書をご提出いただくことになります。

本受託サービスはPCR増幅産物のアガロースゲル電気泳動像をタイピングの結果としてお返しするものですが、要望に応じてPCR増幅産物の制限酵素切断やシーケンス解析にも対応しております。


マウスジェノタイピング受託サービス【初回テストタイピング】申込書

申込年月日                                (例 2025年2月1日)
ゲノム研究分野登録グループ                             (例 MD99)
利用責任者氏名                              (申し込みは利用責任者に限ります)
利用責任者内線番号                             
メールアドレス                              (本申し込みの問い合わせや結果送付に使用します)

標的遺伝子名と、使用プライマーセット名とそこに含まれるプライマー名、塩基配列
(例えば、
標的遺伝子名: 22q
使用プライマーセット名: 22qD
プライマー名22qDR: 5’-CTGGGAATGGTTCCCTGAGATTC-3’
22qDWF: 5’-GCTACTCATAAGTCGTTTGAAAGT-3’
22qDMF: 5’-GGTGACGAAGAAGATAGCGTCCC-3’)

上記のプライマーセットを保有していてゲノム研究分野に提供が可能か？　　　　　　　　　　　　　　　　　
(例えば「可能」。空欄は提供不可のためゲノム研究分野にて合成することを意味します)

これまでに上記のプライマーセットでPCRの増幅を確認したことがあるか？　　　　　　　　　　　　　　　　　
(詳しい情報は必要ありません。例えば、確認したことがあれば「有」との記載だけで結構です。空欄はこれまで上記プライマーセットでPCRしたことがないことを意味します)

想定されるPCR増幅DNAのサイズ
(例えば、ホモの場合300bpあるいは420bp
ヘテロの場合300bpあるいは420bp)

試料数               (初回テストタイピングは5試料までです)
尾であれば先端3mm程度を1.5mLマイクロチューブに入れて提出ください。それより小さくても結構ですが、後々タイピング結果に疑義が生じた場合の検証はできません。詳細は以降の「マウスジェノタイピング受託サービスについて」をお読みください。

試料名               
「グループ名-プライマーセット名-試料01からの通し番号」としてください。
例えば、
MD99-22qD-01(300bp増幅ホモのコントロール)
MD99-22qD-02(420bp増幅ホモのコントロール)
MD99-22qD-03(300bpと420bp増幅ヘテロのコントロール)
MD99-22qD-04(増幅不明)
MD99-22qD-05(増幅不明)

【提出試料と2回目以降の受託サービスの分析条件について重要な点】
既にタイプが分かっている陽性コントロールの試料は上記例であれば300bp増幅ホモ、420bp増幅ホモ、300bpと420bp増幅ヘテロの試料となりますが、必ずしも全てのタイプのコントロール試料を用意できるわけではないと考えますので、できる限りで結構です。
但し、その場合、2回目以降の受託サービスついては、以下のようになることをご了承ください。
上記例において、陽性コントロールが用意できず全ての試料が増幅不明のものしかない場合、テストタイピングの結果、300bp増幅ホモ、420bp増幅ホモ、300bpと420bp増幅ヘテロのものがあれば、テストタイピングの条件で問題ないことが確認できます。一方で、全て300bp増幅ホモだった場合、テストタイピングの条件で420bpの方の増幅もできるのかは分かりません。このような場合であっても2回目以降の受託サービスついては420bpの方の増幅保証はないテストタイピングの条件で実施することになります。

試料提出予定年月日              

アガロースゲル濃度変更の要望　　　　　　　　　　　
基本的にはPCR後、5μLをミューピットによる1%アガロースゲル電気泳動です(サイズマーカーは100bpラダー)。希望が空欄であればこの条件の電気泳動になります。
もしわずかな増幅サイズの違いを見分ける必要がある場合はゲル濃度を高めて実施しますので、例えば、「ゲル濃度を2%で実施してもらいたい」のように記載願います。

制限酵素処理あるいはシーケンスの要望　　　　　　　　　　　
ここはオプションとなります(追加料金必要)。必要に合わせて例えば、「PCR増幅産物は制限酵素EcoR Iで切断処理をしてもらいたい」、「タイピングに必要なのでPCRで420bpのDNAが増幅されたらそれを鋳型としてプライマー22qDWFによるシーケンスデータを取得してもらいたい」、「タイピングには必ずしも必要ないが、増幅産物の確認のためPCRで420bpのDNAが増幅されたらそれを鋳型としてプライマー22qDWFによるシーケンスデータを取得してもらいたい」などのように記載ください。シーケンスに使用するプライマーがPCRに使用しているものと異なる場合は塩基配列情報を含めて記載願います。



マウスジェノタイピング受託サービスについて
サービス概要
　本受託サービスでは遺伝子改変マウスについて、PCRにより標的遺伝子のタイピングを行うサービスで、尾や耳からのDNA抽出、PCR、アガロースゲル電気泳動像の取得までを行います。サンプルはラットでも結構です。必要に応じてPCR増幅産物の制限酵素切断あるいはシーケンスにも対応します。
注意事項
· 初めての標的遺伝子/プライマーセットの場合、テストタイピングが必要です。テストタイピングは結果の成否にかかわらず2,000円をお支払いいただくことになります。ここにはForwardとReverseプライマー (一般的な2種類だけなく3種類の場合も含めて) の合成、5個体分まで基本条件のテストPCRによる結果取得までを含みます。但し、想定通りにDNAを増幅できるとは限りません。想定通りの増幅が見られないようであればテストタイピングの中でアニーリング温度の条件を検討しますが、それでも増幅できない場合は、テストタイピング用に提出された試料の結果を含めて、その遺伝子/プライマーセットについての受託サービスは中止となります。
(参考)テストタイピングで使用するPCRの基本条件は以下となっています。
H2O                                  2.2μL
2×KOD FX neo buffer             　　 10μl
2mM dNTPS                         　4μL              
5μM F Primer                     　  1.2μL              
5μM R Primer                     　  1.2μL
KOD FX neo                       　　 0.4μL      
ゲノム溶液                         　　 1μL
全量　　20μL
↓ 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 
PCR                                  　　98℃  2min

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　  98℃  15sec   35cycles
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　60℃  30sec　　　　
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　  68℃  30sec

68℃  3min                    
(プライマーが3種類以上の場合は、各5μM Primer 1.2μLを追加し、その分のH2Oが減ります)

基本条件で想定通り増幅にならない場合はアニーリング温度60℃について+5、-5℃で変化させた場合を検討します。作業効率の関係でこれ以上の検討は予定していませんが、どうして更に検討してほしいという場合は、別途ご相談願います。
· オプションとしてPCR産物の制限酵素切断が必要な場合、切断作業も行いますが、テストタイピングを含めて制限酵素そのものは別途ご自身でご用意のうえ、ゲノム研究分野にお持ちいただくことになります(終了後、残った制限酵素は返却致します)。このオプションはサンプル数によらず毎回の申請につき1,000円追加となります。
· テストタイピングによるPCRで単一のDNAバンドが増幅していることが前提ですが、オプションとしてシーケンスにも対応します。このオプションはサンプル数によらず毎回の申請につきシーケンスサンプル調整費1,000円及び、ゲノム研究分野提供の受託解析/DNAシーケンス(反応前サンプル)に基づきサンプル数に従った料金が追加となります。例えば、テストタイピングで5サンプルのPCR増幅産物をシーケンスまで実施する場合、サンプル調整費1,000円とDNAシーケンス(反応前サンプル) 5サンプル分の3,750円で計4,750円がオプションとしての追加料金となります。テストタイピングで目的以外のDNAも増幅している場合は、目的DNAの分離精製作業が必要で本オプションでは対応できません。その場合、相談に応じて対応致しますが、更に追加費用が必要になります。
· 事前にマウスジェノタイピング受託サービス申込書をゲノム研究分野に提出いただき、ゲノム研究分野から受取り可能との返答を得たうえでマウスの尾や耳を持参いただくことになります。
· [image: ]提出する尾(写真左側)や耳(写真右側)の大きさは写真を参考にしてください。尾であれば先端3mm程度が目安です。マウスの尾や耳は採取後、すぐに持参いただくのでも結構ですが、ご自身の研究室の-30℃のフリーザーに保管しておき、氷上にてゲノム研究分野まで持参いただくのでもかまいません。遺伝子組換え規則のため、ゲノム研究分野のスタッフがマウス個体を扱うことはできませんのでご自身で尾や耳の採取をしていただきますが、その際、マウス個体と提出試料にラベルの間違えがないように注意ください。本受託サービスは、「提出いただいた試料」についてのタイピングであって、マウス個体での結果を保証するものではありません。後々になってタイピング結果に疑義が生じた場合、サンプル採取時の取り違えミスとタイピング作業中の取り違えミスの可能性が出てきます。タイピング作業中のミスについては後々検証できるように、提出していただいた試料は半分のみを使用し、残り半分は3ヵ月間保管するようにしています。ただし、試料が3mm以下の場合は半分にはできず、タイピング結果に疑義が生じもタイピング作業中のミスについての検証はできません。提出試料は3mm以下でも結構ですが、後ほどタイピング作業中のミスの可能性についての検証はできないことはあらかじめご了承願います。
· 尾や耳は試料名を記載した1.5mLマイクロチューブに入れていただきますが、試料名は、「グループ名-プライマーセット名-試料01からの通し番号」としてください。(例えば MD01-22qD-01)。最後の通し番号についてはテストタイピングの段階を含めて、2回目以降の申し込みと重なった番号を使用してしまうことがないように願います。
· PCR後の増幅産物(必要な場合はそれを制限酵素処理したもの)をアガロースゲル電気泳動で分析した写真を結果として送付します。結果送付後1週間経過したところでサービス完了が了承されたものとなります。結果について問題がある場合、また、残ったゲノム溶液の引き取りを要望される場合は、それまでの間にゲノム研究分野までお問合せ願います。
· テストタイピングで想定通りのタイピングができた後、2回目以降の受託サービス料金については、一度で提出される試料数に応じて、1試料当たりの料金が安くなります。正確な料金については別途用意するゲノム研究分野の料金表に従うことになりますが、1回の提出につき1～5試料は一律5,000円、そこから1試料ごとに200円を追加した額がタイピングの基本料金(オプションは含まない)となります。例えば計6試料であれば5,200円、計10試料であれば6,000円のようになる予定です。


お問い合わせ先・申込書送付先: 科学研究基盤センター・ゲノム研究分野
　　　　　　　　　　　　　　　　　mail: genome@t.gifu-u.ac.jp
				　	　　内線: 3171
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