
Diagenode社製 メチル化DNA免疫沈降キット

METHYL Kit 簡易プロトコール(version 01) 詳細については Instruction Manual （英文、又は日本語訳）を参照

（Code No. 316-80711）

メチル化DNA免疫沈降（メチル化DNA IP）モジュール
内容
meDNA-IP blocked beads

Water
Buffer A
Buffer B
Buffer C
Antibody anti-5meC (3x)
Positive meDNA control
Negative unDNA control
Wash buffer-1
Wash buffer-2
Wash buffer-3
Wash buffer-4
Buffer D
Buffer E
Buffer F
meDNA-IP TE
meDNA-IP co-precipitant
meDNA-IP precipitant

容量
300 μl

2 ml
300 μl
100 μl
40 μl
5 μl
20 μl
20 μl
12 ml
10 ml
10 ml
12 ml
6 ml
1 ml

500 μl
5 ml

100 μl
1 ml

保存温度
4℃

（凍結厳禁）
4℃
4℃
4℃

（4℃）/-20℃
-20℃/（-80℃）

-20℃
-20℃
4℃
4℃
4℃
4℃
4℃

4℃（室温）
4℃
4℃

-20℃
4℃

GenDNAモジュール
内容
GenDNA Digestion buffer
GenDNA Proteinase K (200x)
GenDNA precipitant
GenDNA TE
GenDNA RNAse (DNAse free)

容量
3 ml

15 μl
3 ml
3 ml

10 μl

保存温度
4℃

-20℃
4℃
4℃

-20℃

試薬・消耗品
・ ラボ用手袋（すべての操作で着用）
・ オートクレーブ滅菌済みのピペットチップ
・ RNase/DNase-free の1.5 ml (及び 2 ml) チューブ
・ その他のチューブ： PCR チューブ, 15 ml 及び 50 ml コニカルチューブ
・ トリプシン-EDTA
・ 氷冷した PBSバッファー
・ 水
・ フェノール/クロロホルム/イソアミルアルコール (25:24:1)
・ クロロホルム/イソアミルアルコール (24:1)
・ 100% エタノール
・ 70% エタノール
・ 定量PCR試薬
・ アガロース
・ TAEバッファー
・ DNA分子量マーカー

（ステップ2でオプション1のプロトコールを使用する場合のみ）
・QIAquick PCR Purification Kit （QIAGEN #28104、 #28106）

装置
・ 冷却遠心機（1.5 ml チューブ用）
・ 遠心機（15 ml 及び 50 ml チューブ用）
・ 振とう台
・ セルカウンター
・ 密閉式超音波細胞破砕装置 BioruptorTM *
・ ローテーター
・ ドラフト
・ ボルテックスミキサー
・ サーモミキサー (50℃、65℃)
・インキュベーター（37℃）
・ 微量遠心機とローテーターのある低温室
・ 定量PCR装置

キット内容 （10 回分） キット以外に必要なもの
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定量PCRモジュール
（定量PCR用プライマー）
内容
hum meDNA
primer pair (AlphaX1)
hum unDNA
primer pair (GAPDH)
meDNA positive control
primer pair #1
meDNA positive control
primer pair #2
unDNA negative control
primer pair #1
unDNA negative control
primer pair #2

容量
50 μl

50 μl

50 μl

50 μl

50 μl

50 μl

保存温度
-20℃

-20℃

-20℃

-20℃

-20℃

-20℃

・ 定量PCR装置
・ アガロースゲル電気泳動装置

* ： BioruptorTMはコスモ・バイオから販売されています。

キットの概要

スターティングマテリアル

培養細胞 又は 組織

マニュアル類
Instruction Manual （英文マニュアル）
Instruction Manual （日本語訳）
簡易プロトコール（本紙）

1部
1部
1部

METHYL Kitのタイムスケジュール

DNA調製：GenDNAモジュール
1/ ステップ 1 培養細胞と溶解

ステップ 2 核酸の抽出と核酸精製
ステップ 3 DNA解析

2/ DNA断片化

メチル化DNA免疫沈降：メチル化DNA IPモジュール
ステップ1 1. 免疫沈降

2. ビーズの洗浄
ステップ2 DNAの溶出と精製

又は
ステップ1 1. 免疫沈降

2. ビーズの洗浄
ステップ2 DNAの溶出と精製

免疫沈降したDNAの解析：定量PCRモジュール
ステップ3 定量PCR

日程
1日目

2日目

2日目

2日目
2日目
2日目

2日目

3日目
3日目

2日目
又は 3日目
又は 4日目

所要時間
40分間
+ 一晩
数時間

20分間

5時間
1時間

30分間
（又は 5時間）

1時間
+ 一晩
1時間

30分間
（又は5時間）

3時間

ゲノムDNAの
断片化

DNAの変性

免疫セレクション

免疫沈降

DNA精製
PCR



メチル化DNA IPのためのゲノムDNAの調製 組織から始める場合のプロトコールについては Instruction Manualを参照

接着細胞

トリプシン処理の後、遠心（300×g、、5分間、4℃）

沈殿（細胞）

5～10 ml の氷冷したPBSに懸濁
遠心（500×g、5分間）

沈殿（細胞）

5～10 ml の氷冷したPBSに懸濁
遠心（500×g、5分間）

沈殿（細胞）

完全なDigestion buffer に懸濁
（3×106細胞に 300 μl、107細胞に 500 μl）
50℃で 12～18時間インキュベート

等量のフェノール/クロロホルム/イソアミルアルコールを添加し抽出
遠心（1,700×g、10分間）

上層（水層）

1/2倍量のGenDNA precipitant 添加
2倍量の 100% エタノール添加
遠心（1,700×g、2分間）

沈殿

70% エタノールでリンス

GenDNA Digestion bufferを室温に置く。GenDNA Proteinase Kを氷上で溶かす。

GenDNA Digestion bufferにGenDNA Proteinase K を添加して、完全なDigestion bufferを調製する。
（Digestion buffer 1 ml に proteinase K 5 μl を添加する。）

ここで、クロロホルム抽出を行うことも可。
また、下記のエタノール沈殿精製の代わりに透析を行ってもよい。
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沈殿

GenDNA TEに懸濁 （ ～ 1 mg/ml となるように添加）
室温又は65℃で穏やかに振とう

DNAサンプル
（アガロースゲルで確認）

必要であれば、ここで DNAサンプル 1 ml あたり、2 μl の GenDNA RNase (DNase free) を添加し、
37℃で1時間インキュベートした後、フェノールクロロホルム抽出、及びエタノール沈殿精製を行う。

DNA 断片化プロトコールと BioruptorTM を使った至適化

DNAサンプル

DNA を 0.1 μg/μl となるように TE に溶解

BioruptorTMを使って断片化

断片化DNAサンプル
（アガロースゲルで確認）

1.5 ml チューブに 300 μl を入れて使用する。

パワー ： Low
サイクル ： 15秒間 “ON”、15秒間 “OFF”
トータル時間 ： 10分間
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ステップ 1：メチル化DNAの免疫沈降と洗浄

●DNAサンプル抜きの IPインキュベーションミックスを調製する（DNA濃度が0.1μg/μl の場合）。

試薬 1 IP 分 2 IP + インプット 分

Water 37.5 μl

〔47.5 μl – 10 μl (DNA 1 μg分の容量)〕

90 μl

〔 114 μl – 24 μl (DNA 2.4 μg分の容量) 〕

Buffer A 20 μl 48 μl

Buffer B 5 μl 12 μl

positive meDNA control 1.25 μl 3 μl

negative meDNA control 1.25 μl 3 μl

トータル容量 65 μl 156 μl

DNA抜きのIPインキュベーションミックス （ 2 IP + インプット分 ）を 1.5 ml チューブに入れる。

2.4 μg 分のDNA添加（0.1μg/μl DNA : 24μl）
95℃で3分間インキュベート
氷上で急冷 （氷水の使用がベスト）

15 μl
（20% インプット）

ステップ 2で使用するまで 4℃

75 μl ずつ 2本のチューブに分注

● 20 μl の meDNA-IP blocked beads を新しい 1.5 ml チューブに入れる。 （使用するまで氷上に置いておく。）

● 2 IP とインプットを混合してスタートする場合 （推奨） 個別のサンプルで始める場合のプロトコールについては Instruction Manualを参照

●新しい 1.5 ml に 希釈した抗体ミックスを調製する。 （必要量 + 過剰分）

試薬 1 IP 分 4 IP 分 10 IP 分

Antibody anti-5meC (3x)
（キットに入っているもの）

0.3 μl 1.5 μl 4 μl

Buffer A 0.6 μl 3 μl 8 μl

Water 2.1 μl 10.5 μl 28 μl

Buffer C 2 μl 10 μl 27 μl

トータル容量 5 μl 25 μl 67 μl

DNAを添加した IPインキュベーションミックス 75 μl （1 IP 分）

5 μl の希釈した抗体ミックス添加、ミックス

meDNA-IP blocked beadsの入ったチューブに入れる。

ローテータにセットし、4℃で4時間又は一晩インキュベート

450 μl の 氷冷したWash buffer-1 添加（以降の洗浄操作は低温室で行う）
ローテーターにセットし、4℃で5分間
遠心（6,000rpm、1分間、4℃）

沈殿（ビーズ）

同様に Wash buffer-1でもう１回、Wsah buffer-2で1回、Wash buffer-3で1回、Wash buffer-4で2回洗浄する。
最後の洗浄の後は、Wash bufferを完全に除く。

ステップ 2 へ



ステップ 2：DNA の溶出と精製

オプション 1：QIAquick PCR Purification Kit を使った溶出と精製

完全溶出バッファーを調製する。

試薬 1 IP分 2 IP + インプット分

Buffer D 103.5 μl 335 μl

Buffer E 11.5 μl 37 μl

Buffer F 5 μl 16 μl

トータル容量 120 μl 388 μl

IPしたビーズ、インプットサンプル （ステップ 1から ）

各チューブに 120 μl のフレッシュな完全溶出バッファー添加
65℃のサーモシェーカーで10分間インキュベート

ここからは QIAquick の説明書にしたがう。

600 μl の Buffer PB添加、ボルテックス
カラムにアプライ
遠心（4,000 rpm、1分間）し、フロースルーを捨てる。

700 μl の Buffer PE 添加
遠心（4,000 rpm、1分間）し、フロースルーを捨てる。

遠心（13,000 rpm、1分間）

カラムを新しいチューブにセット

50 μl のTE（pH 8.0） 添加
50℃で5分間インキュベート

オプション 2：フェノール/クロロホルム/イソアミルアルコールを使った
溶出と精製

完全溶出バッファーを調製する。

試薬 1 IP分 2 IP + インプット分

Buffer D 360 μl 1,188 μl

Buffer E 40 μl 132 μl

Buffer F 16 μl 53 μl

トータル容量 416 μl 1,373 μl

IPしたビーズ、インプットサンプル （ステップ 1から）

各チューブに 416 μl のフレッシュな完全溶出バッファー添加
65℃のサーモシェーカーで10分間インキュベート

サンプルを室温に冷ます。

等量のフェノール/クロロホルム/イソアミルアルコール添加、ミックス
遠心（14,000×g、2分間、室温）

上層（水層）

等量のクロロホルム/イソアミルアルコール添加、ミックス
遠心（14,000×g、2分間、室温）

上層（水層）

5 μl の meDNA-IP co-precipitant 添加
40 μl の meDNA-IP precipitant 添加、ミックス
-20℃に30分間放置
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ステップ 3 – 免疫沈降したDNAの定量PCR解析

反応液 （1反応）

12.5 μl
1 μl
6.5 μl
5 μl

25 μl

マスターミックス
Primer pair
Water
DNAサンプル

トータル量

95℃ 7分間
95℃ 15秒間
60℃ 60秒間

×40サイクル

サイクル条件

検出

SYBR Green

お問い合わせ ：
株式会社ニッポンジーン 研究試薬部
930-0834 富山県富山市問屋町1-8-7
TEL : 076-451-6548 FAX : 076-451-6547
E-mail : info@nippongene.com

定量PCRの詳細はInstruction Manualを参照

データ 解析へ

50℃で5分間インキュベート

遠心（13,000 rpm、1分間）

精製DNAサンプル
1/ 断片化したDNA （インプットサンプル）
2/ メチル化DNA IPで分離されたDNA （メチル化DNA IPサンプル）

ステップ 3へ

-20℃に30分間放置

遠心（14,000×g、25分間、4℃）

沈殿

500 μl の氷冷した 70% エタノール添加
遠心（14,000×g、10分間、4℃）

沈殿

風乾 （チューブの蓋を開け、室温で30分間放置）

50 μl の TE（pH 8.0） 添加
室温のシェーカーで30分間インキュベート

精製DNAサンプル
1/ 断片化したDNA （インプットサンプル）
2/ メチル化DNA IPで分離されたDNA （メチル化DNA IPサンプル）

ステップ 3へ


