
EpiTect® Whole Bisulfitome
プロトコールとトラブルシューティング

PCR解析用に、Bisulfite変換したDNAの全ゲノム増幅
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プロトコール：EpiTect Whole Bisulfitome Kitを用いて
Bisulfite変換DNAの増幅
本プロトコールは、Bisulfite変換後精製したDNA（EpiTect Bisulfite Kitなどを用いて
調製したDNA）の増幅を実現します。

実験を始める前の重要事項

� 本プロトコールは、EpiTect Bisulfite Kit（英語版Handbook 14ページ、Appendix A
参照）によりBisulfite変換を行なった直後の50 ng以上のDNA、またはBisulfite
変換後–20℃保存で12週間以内*のDNA用に至適化されています。DNAは、
TEあるいはヌクレアーゼ・フリー水で再懸濁し、増幅に使用します。DNAの
品質が低い場合やBisulfite変換DNA量が少ない場合は、増幅されたDNAが1 µg
未満であったり、ゲノム配列が欠損する部分が発生することがあります。

� DNAのBisulfite変換に関しては、EpiTect Bisulfite Kits（英語版Handbook 18ペー
ジ、Ordering Information参照）をお奨めします。

� このプロトコールは、ダウンストリームのPCRおよびリアルタイムPCRアプリ
ケーションに最適なDNAを提供するために開発されました。増幅したDNAの
その他のアプリケーションでの使用に関してQIAGENでは検証していません。

� REPLI-g® Midi DNA Polymeraseは必ず氷上で解凍してください（ステップ2参
照）。EpiTect WBA Reaction Bufferは室温で解凍します。

� 使用前に EpiTect WBA Reaction Bufferを少なくとも10秒間ボルテックスし、
均一に混和します。

操作手順

1. 1～10 µlの TE bufferあるいはBuffer EB中の>50 ngのBisulfite変換したテンプ
レートDNAを、マイクロ遠心チューブに入れる。ヌクレアーゼ・フリー水を用
いて容量を10 µlに調節する。

EpiTect Bisulfite Kits（英語版Handbook 18ページ、Ordering Information参照）
で処理したDNAを用いて最適な結果が得られます。

2. REPLI-g Midi DNA Polymeraseを氷上で解凍する。他のすべての試薬類は室温で
解凍し、ボルテックスで混和した後軽くスピンダウンする。

融解後EpiTect WBA Reaction Bufferが沈殿物を形成することがあります。ボル
テックスで10秒間混和することにより沈殿物は溶解します。

* 変換DNAの長期保存に関しては現在研究中です。
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3. 表1に従って、氷上でEpiTect Amplification Master Mixを調製する。混和後軽く
スピンダウンする。

重要：表1に記載されている順番にEpiTect Amplification Master Mix成分を添
加します。EpiTect WBA Reaction Bufferは使用前に10秒間以上ボルテックス
します。EpiTect Amplification Master Mixは氷上で保存し、REPLI-g Midi DNA
Polymeraseを添加後、直ぐに使用します。

表1. EpiTect Amplification Master Mixの調製

成分 容量／反応

EpiTect WBA Reaction Buffer 29 µl

REPLI-g Midi DNA Polymerase 1 µl

トータル容量 30 µl

4. 30 µlの EpiTect Amplification Master Mixを 10 µlの Bisulfate処理したDNA（ス
テップ1）に添加する。

5. 溶液を28℃で8時間インキュベートする。

反応チューブを28℃の水浴かヒートブロックに入れます。

加熱蓋付きサーマルサイクラーを使用する際には、蓋の温度を70℃にセット
します。

6. サンプルを95℃で5分間加熱して、REPLI-g Midi DNA Polymeraseを不活性化
する。

増幅したDNAをPicoGreen®試薬で定量する場合、この試薬は2本鎖DNAにの
み効率的に結合するために95℃でインキュベートする前にDNAを定量する
か、ステップ5のインキュベートした溶液の一部を4℃に冷却して定量用に別
途保存してください。

7. 増幅したDNAは短期保存には4℃、長期保存には–20℃で保存する。

PCR解析を行なう場合は、英語版Handbook 14ページ、Appendix Aをご覧く
ださい。

注：増幅したDNAはゲノムDNAと同様に取り扱います（凍結・融解サイクル
数を最小限に抑えるなど）。低濃度の核酸を長期間にわたり保存すると酸加水
分解を起こします。従って増幅したDNAを希釈せずに保存することをお奨め
します。
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トラブルシューティングガイド
コメント

EpiTect Whole Bisulfitomeで増幅したいくつかあるいは全てのサンプルで、アガロー
スゲル電気泳動において高分子の増幅産物が少ない、あるいは観察されない

a） 反応温度が高すぎる

b） DNAの品質が低い

c） 変換したDNAサンプル
にアルコールが混入

DNA収量が約1～3 µgあるが、ダウンストリーム・アッセイ（PCRなど）でばらつ
くかネガティブな結果が得られる。

a） DNAの品質が低い

b） PCRサイクリング条件
が最適ではない

EpiTect Whole Bisulfitome増幅反応においてインキュ
ベーターが正しい反応温度（28℃）になっているこ
とをチェックする。加熱蓋付きサーマルサイクラー
を使用する際には、蓋の温度を70℃にセットする。
あるいはEpiTect Whole Bisulfitome増幅反応を室温で
行なっても適切な収量が得られる。

変換したDNAが断片化されている。DNAの変換に
はDNA Protect Bufferが入ったEpiTect Bisulfite Kitを使
用する（英語版Handbook 18ページ、Ordering Infor-
mation参照）。またEpiTect Whole Bisulfitome増幅反応
に用いる変換DNAの量を増やす（最高200 ng）。

変換DNAサンプル中にアルコールが残留している
と、EpiTect Whole Bisulfitome増幅反応の収量が減少
することがある。EpiTect Bisulfite KitをDNAの変換に
使用する場合、乾燥ステップの時間が十分であるか
確認する。温度設定が可能な遠心機の場合には、温
度を40℃に設定する。温度設定可能な遠心機が入手
不可能な場合、EpiTect 96 PlateまたはEpiTect column
を65℃で15分間インキュベートして、残っている
エタノールを蒸発させる。

Bisulfite法で変換後精製したDNAが断片化している。
DNA変換にEpiTect Bisulfite Kitを使用する。Bisulfite変
換DNAの量を増やす（最高200 ng）。

エクステンション時間の延長は推奨しない。500 bp
までの PCR産物に関しては、エクステンション時間
を30秒以上にしない、PCRのエクステンション時間
を短縮すると特異的な PCR産物の収量が増加するこ
とがある。
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コメント

エンドポイントPCRで複数のバンドが出現

PCR中に非特異的な
PCR産物が産生

テンプレートを含まないネガティブコントロールでDNA収量が約1～3 µgあり、か
つダウンストリーム・アッセイ（PCRなど）でポジティブな結果が得られる。

DNAテンプレートの
混入

ダウンストリーム・アプリケーションの結果が最適でない

感受性の高いダウンス
トリーム・アプリケー
ションでは、EpiTect
Whole Bisulfitome Kitに
よる増幅後DNA
クリーンアップが必要

エクステンション時間が長すぎる。エクステンション
時間の延長は推奨しない。500 bpまでのPCR産物に
関しては、エクステンション時間を30秒以上にしな
い。PCRのエクステンション時間を短縮すると特異的
なPCR産物の収量が増加することがある。

全ての実験器具の汚染を除去し、試薬やサンプルへの
外来DNAの混入を避ける為に必要な予防策を取る。

できればドラフト内で操作する。滅菌器具とフィル
ター付チップのみを使用する。増幅用試薬とDNAテ
ンプレートを別々の場所に保存する。

お客様のアプリケーションに最適なDNAクリーン
アップに関しては、弊社ウェブサイトをご覧になる
か（www.qiagen.co.jp）、テクニカルサポートにお問
い合わせください。
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Memo
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