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EpiTect® Plus Bisulfite Conversion
プロトコールとトラブルシューティング

メチル化解析のため最適化された Bisulfite法による 
完全な DNA変換およびクリーンアップ 
FFPE組織、血液、培養細胞、組織サンプルから

英語版 September 2010に対応
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プロトコール：DNA中の非メチル化シトシンを Sodium 
Bisulfite処理により変換
本プロトコールにより、最高 20 µlのスタートサンプル量で 1 ng～ 2 µgの DNA（高
濃度）を、もしくは最高 40 µlのスタートサンプル量で 1 ng～ 500 ngの DNA（低
濃度）を処理できます。高濃度あるいは低濃度の DNA溶液の Bisulfite変換では、
Bisulfite反応のセットアップのみが異なります（4ページの表2）。その他のプロトコー
ル ･ステップはすべて同じです。

実験を始める前の重要事項

■■ Bisulfite Mixチューブ溶液 1本で 8回分の反応に使用できます。サンプル数が
8サンプルより少ない場合には、残った Bisulfite Mixを –20℃で最長 4週間保
存できます。品質の劣化はありません。

■■ DNA Protect Bufferを DNA・Bisulfite Mixに添加混和後、溶液の色は緑色から
青色に変わります。このことは溶液が Bisulfite変換反応のために十分混和され、
適切な pH値であることを示しています。

■■ すべての遠心操作は室温（15～ 25℃）で行ないます。

実験開始前の準備事項

■■ 英語版 Handbook 19ページ、“Preparation of reagents”の記載に従ってキット
試薬を調製します。

■■ サンプルとバッファーを室温に戻します。

■■ オプション：Bisulfite Mixを溶解するために、サーモミキサー、ヒートブロック
あるいはインキュベーターを 60℃にセットします。

操作手順

Bisulfite反応による DNA変換

1. Bisulfite反応で用いる DNAサンプルを解凍する。必要な本数の Bisulfite Mixに、
Bisulfite Mix 1本あたり 800 µlの RNaseフリー水を添加し、溶解する。Bisulfite 
Mixが完全に溶解するまでボルテックスする。最長 5分間行なう。

注：必要に応じて Bisulfite Mix・RNaseフリー水を 60℃に加熱してもう一度
ボルテックスします。

注：溶解後、Bisulfite Mixを氷上に置かないでください。
2. 表 2に従って PCRチューブ（200 µl、別途準備）に Bisulfite反応液をセットアッ

プする。記載されている順番で各成分を添加する。

注：DNA溶液と RNaseフリー水を合わせた容量は高濃度 DNA溶液で 20 µl、
低濃度 DNA溶液で 40 µlにします。
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表 2. Bisulfite反応成分

 

成分

高濃度 DNA溶液 
（1 ng～ 2 µg）

反応あたりの容量（µl）

低濃度 DNA溶液 
（1～ 500 ng）

反応あたりの容量（µl）

DNA溶液 適量 *（最大 20 µl） 適量†（最大 40 µl）

RNaseフリー水 適量 * 適量†

Bisulfite Mix（溶解済み）、
ステップ 1参照

85 85

DNA Protect Buffer 35 15

トータル容量 140 140

* DNA溶液と RNaseフリー水を合わせて 20 µlにします。
† DNA溶液と RNaseフリー水を合わせて 40 µlにします。

3. PCRチューブの蓋を閉め、Bisulfite反応液を完全に混和する。チューブを室温 
（15～ 25℃）で保存する。

注：DNA Protect Bufferを DNA・Bisulfite Mixに添加混和後、溶液の色は緑色
から青色に変わります。このことは溶液が Bisulfite変換反応のために十分混和
され、適切な pH値であることを示しています。

4. サーマルサイクラーを用いて Bisulfite反応による DNA変換を行なう。表 3に
従ってサーマルサイクラーをプログラムする。

この反応を行なうためには約 5時間必要です。
注：反応容量 140 µlを設定できないサーマルサイクラーをご使用になる場合
は、設定可能な最大反応液量に設定します。
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表 3. Bisulfite変換反応に用いるサーマルサイクラー条件

ステップ 時間 温度

変性   5分 95℃

インキュベーション 25分 60℃

変性   5分 95℃

インキュベーション   85分（1時間 25分） 60℃

変性   5分 95℃

インキュベーション 175分（2時間 55分） 60℃

保持 不定 * 20℃

 

* 変換 DNAはサーマルサイクラー中に一晩放置しても品質は変わりません。

5. Bisulfite反応成分の入った PCRチューブをサーマルサイクラーにセットする。
サーマルサイクラーでインキュベーションを開始する。

重要：Bisulfite反応液にはミネラルオイルを重層しないので、この操作では加
熱蓋つきのサーマルサイクラーを必ず使用してください。蓋を固く閉められる
PCRチューブを使用することが重要です。
変換 DNAはサーマルサイクラー中に一晩放置しても品質は変わりません。

Bisulfite変換した DNAのクリーンアップ

6. Bisulfite反応による変換が完了後、Bisulfite反応液を含む PCRチューブをスピン
ダウンして、新しいマイクロ遠心チューブ（1.5 ml）に Bisulfite反応液をすべ
て移す。

溶液中の沈殿物の混入は反応のパフォーマンスや収量には影響しません。

7. 10 µg/mlのキャリア RNAを含む新しく調製した Buffer BL 310 µlを、各サン
プルに加える（英語版Handbook 19ページの“Preparation of reagents”を参照）。
ボルテックスで混和後スピンダウンする。

注：100 ngより多い DNAを使用する際にはキャリア RNAは必要ありません。
8. 250 µlのエタノール（96～ 100％）を各サンプルに添加する。15秒間パルス

ボルテックスにより混和後、チューブの蓋についた液滴をスピンダウンする。

9. 必要な数の MinElute® DNAスピンカラムとコレクションチューブをラックに
セットする。ステップ 8の各チューブから全反応液を、相当する MinElute 
DNAスピンカラムにアプライする。
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10. スピンカラムを最高速度で 1分間遠心操作し、フロースルー液を棄て、スピン
カラムをコレクションチューブに戻す。

11. 500 µlの Buffer BW（洗浄バッファー）を各スピンカラムに添加し、最高速度
で 1分間遠心操作する。フロースルー液を棄て、スピンカラムをコレクション
チューブに戻す。

12. 500 µlの Buffer BD（脱スルホン化バッファー）を各スピンカラムに添加し、
室温（15～ 25℃）で 15分間インキュベートする。

Buffer BD中に沈殿物がある場合には、それらをスピンカラムにアプライしない
でください。

重要：空気中の CO2を吸収して酸性になるのを防止するため、Buffer BDの
入った容器は使用後、直ちに蓋をしてください。

注：インキュベーションの前にスピンカラムの蓋を閉じることが重要です。

13. スピンカラムを最高速度で 1分間遠心操作し、フロースルー液を棄て、スピン
カラムをコレクションチューブに戻す。

14. 500 µlの Buffer BWを各スピンカラムに添加し、最高速度で 1分間遠心操作
する。フロースルー液を棄て、スピンカラムをコレクションチューブに戻す。

15. ステップ 14を繰り返す。

16. 250 µlのエタノール（96～ 100％）を各スピンカラムに添加し、最高速度で
1分間遠心操作する。

17. スピンカラムを新しい 2 mlのコレクションチューブにセットし、最高速度で
1分間遠心操作して残存している液体を除去する。

代替操作：蓋を開いたスピンカラムを新しい 1.5 mlマイクロチューブ（別途
準備）に移し、ヒートブロックで 60℃、5分間インキュベートします。この
ステップにより残っている液体が蒸発します。

18. 新しい 1.5 mlのマイクロ遠心チューブ（別途準備）にスピンカラムをセット
する。15 µlの Buffer EB（溶出バッファー）を各スピンカラム ·メンブレンに
直接添加し、カラムの蓋を静かに閉める。

19. スピンカラムを室温で 1分間インキュベートする。

20. 15,000 x g（12,000 rpm）で 1分間遠心操作を行ない、DNAを溶出する。

注：より高濃度の DNAが必要な場合には、10 µlの Buffer EBを使用できます
が、収量は約 20％低下します。スピンカラム・メンブレンが十分に水和でき
ないため、10 µl未満の Buffer EBで溶出しないでください。
注：精製した DNAを 24時間以内に使用する場合は、2～ 8℃で保存するこ
とを推奨します。24時間以上保存する場合には、–20℃で保存することを推
奨します。
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プロトコール：FFPE組織サンプルの溶解とこれらの
サンプルから分離した DNA中の非メチル化シトシン
を Sodium Bisulfite処理により変換
本プロトコールは、EpiTect Plus FFPE Bisulfite Kitを用いてホルマリン固定パラフィ
ン包埋（FFPE；formalin-fixed、paraffinembedded）組織切片からの DNA処理用に
デザインされています。

実験を始める前の重要事項

■■ スライド上の FFPEサンプルを使用する場合は、スライドから FFPE切片を削り
取ってステップ 1に進みます。

■■ Deparaffinization Solutionは 18℃以下の温度で凝固します。30℃でインキュ
ベートして融解してください。

■■ Lysis Buffer FTBで沈殿が生じることがあります。すべての沈殿物が 30℃で溶
解されていることを確認してください。

■■ Bisulfite Mixチューブ溶液 1本で 8回分の反応に使用できます。サンプル数が
8サンプルより少ない場合には、残った Bisulfite Mixを –20℃で最長 4週間保
存できます。品質の劣化はありません。

■■ DNA Protect Bufferを DNA・Bisulfite Mixに添加混和後、溶液の色は緑色から
青色に変わります。このことは溶液が Bisulfite変換反応のために十分混和され、
適切な pH値であることを示しています。

■■ すべての遠心操作は室温（15～ 25℃）で行ないます。

実験開始前の準備事項

■■ 英語版 Handbook 19ページ、“Preparation of reagents”の記載に従ってキット
試薬を調製します。

■■ サンプルとバッファーを室温に戻します。

■■ オプション：1.5 mlチューブで FFPE組織切片の脱パラフィン、溶解、クロス
リンク切断を行なう（ステップ 1参照）際には、ヒートブロックを 56℃にセッ
トします。

■■ オプション：Bisulfite Mixを溶解するために、サーモミキサー、ヒートブロック
あるいはインキュベーターを 60℃にセットします。

操作手順

FFPE切片の溶解

1. 200 µlの反応チューブあるいは 8連ウェル（別途準備）に FFPE切片（10 µm）
を 1枚入れて 150 µlの Deparaffinization Solutionを添加する。

代替操作：1.5 mlチューブ（別途準備）で FFPE組織切片の脱パラフィン、溶解、
クロスリンクの切断を行なえます（ステップ 1～ 5）。
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2. パラフィンが完全に溶解するまでチューブを指で軽く叩くあるいはボルテッ
クスする。

3. 20 µlの蒸留水、15 µlの Lysis Buffer FTB、5 µlの Proteinase Kを添加する。

注：蒸留水、Lysis Buffer FTB、Proteinase Kからなるマスターミックスをあら
かじめ調製することも可能です。

4. サンプルをボルテックス後スピンダウンする。

注：Deparaffinization Solutionは Lysis Buffer FTBと Proteinase Kの上に層を形
成します。

5. サーマルサイクラーを用いて溶解とクロスリンク切断を行なう。表 4に従っ
てサーマルサイクラーをプログラムする。

代替操作：1.5 mlチューブを用いた場合には、ヒートブロックで溶解とクロ
スリンク切断を行ないます。56℃にセットしたヒートブロック上でチューブ
を 30分間インキュベートして、組織を溶解します。組織が完全に溶解したこ
とを確認します；溶解していない場合は、チューブを 56℃でさらに 30分間
インキュベートします。組織が完全に溶解したら、ヒートブロックの温度を
95℃に上げ、クロスリンク切断ステップのために 95℃で 60分間インキュベー
トします。サンプルを室温（15～ 25℃）で保管します。速やかに Bisulfite変
換を行ないます。

表 4. 溶解用サーマルサイクラー条件

ステップ 時間 温度

溶解    30分 * 56℃

クロスリンク切断 60分 95℃

*  組織が完全に溶解していることを確認してください；溶解していない場合はさらに溶解ステップ（56℃
で 30分間）を追加します。

6. 溶解反応液の入った PCR チューブをサーマルサイクラーにセットする。サー
マルサイクラーでインキュベーションを開始する。

注：サンプルは室温（15～ 25℃）で保管します。速やかに Bisulfite変換を行
ないます。

Bisulfite反応による DNA変換

7. 必要な本数の Bisulfite Mixに、Bisulfite Mix溶液 1本あたり RNaseフリー水
800 µlを添加し、溶解する。Bisulfite mixが完全に溶解するまでボルテックス
する。最長 5分間行なう。

注：必要に応じて Bisulfite Mix・RNaseフリー水を 60℃に加熱してもう一度
ボルテックスします。

注：溶解後、Bisulfite Mixを氷上に置かないでください。
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8. 溶解反応液から Deparaffinization Solution（約 130 µl）を除去する。

溶解サンプルに触れないようにしてできるだけ多くの Deparaffinization  
Solutionを除去して、Bisulfite反応成分（表 5）を添加するための十分なスペー
スをあけてください。

注：残留した少量の Deparaffinization Solutionは Bisulfite反応を妨害しません。
9. 表 5に従って試薬を添加して Bisulfite反応液をセットアップする。記載されて

いる順番で各成分を添加する。

代替操作：1.5 mlチューブを用いて脱パラフィン、溶解、クロスリンク切断
を行なった場合は、ステップ 8で残った溶解反応液を 200 µlチューブに入れ
ます。表 5に記載されている順番に試薬を 200 µlチューブに入れます。

表 5. Bisulfite反応成分

成分 容量／反応（µl）

溶解反応液 約 40

Bisulfite Mix（溶解済み）、ステップ 7参照 85

DNA Protect Buffer 15

トータル容量 140

10. DNAの Bisulfite変換を行なうために、4ページのプロトコール“DNA中の非
メチル化シトシンをSodium Bisulfite処理により変換”のステップ3を開始する。
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プロトコール：全血、培養細胞、組織サンプルの溶解
とこれらのサンプルから分離した DNA中の非メチル
化シトシンを Sodium Bisulfite処理により変換
本プロトコールは、EpiTect Plus LyseAll Kitを用いて全血、培養細胞、組織サンプル
からの DNA処理用にデザインされています。

実験を始める前の重要事項

■■ Lysis Buffer FTBで沈殿が生じることがあります。すべての沈殿物が 30℃で溶
解していることを確認してください。

■■ Bisulfite Mixチューブ溶液 1本で 8回分の反応に使用できます。サンプル数が
8サンプルより少ない場合には、残った Bisulfite Mixを –20℃で最長 4週間保
存できます。品質の劣化はありません。

■■ DNA Protect Bufferを DNA・Bisulfite Mixに添加混和後、溶液の色は緑色から
青色に変わります。このことは溶液が Bisulfite変換反応のために十分混和され、
適切な pH値であることを示しています。

■■ すべての遠心操作は室温（15～ 25℃）で行ないます。

実験開始前の準備事項

■■ 英語版 Handbook 19ページ、“Preparation of reagents”の記載に従ってキット
試薬を調製します。

■■ サンプルとバッファーを室温に戻します。

■■ オプション：Bisulfite Mixを溶解するために、サーモミキサー、ヒートブロッ
クあるいはインキュベーターを 60℃にセットします。

操作手順

サンプル溶解

1. 全血はステップ 2～ 11、培養細胞はステップ 12～ 17、組織サンプルはステッ
プ 18～ 22の操作を行なう。

2. 血液サンプル（20 µlまで）を Buffer ELで 20倍に希釈する（例えば 19 µlの
Buffer ELを 1 µlの血液に加える）。

3. 室温（15～ 25℃）で 10～ 15分間インキュベートする。

注：インキュベーション中に数回チューブを転倒混和します。

4. 最高速度で 5分間遠心操作を行なう。

5. 上清を棄て、さらに 125 µl Buffer ELを添加する。

上清を除去する際に血液細胞ペレットを剥がさないように注意します。

6. 最高速度で 1分間遠心操作を行ない、上清を棄てる。
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7. ペレットを 10 µlの PBSで再懸濁して、200 µl反応チューブあるいは 8連ウェ
ル（別途準備）に移す。

重要：Lysis Buffer FTBの沈殿を引き起こす可能性があるので組織を氷上で保冷
しないでください。

8. 10 µlの蒸留水、15 µlの Lysis Buffer FTB、5 µlの Proteinase Kを添加する。

注：蒸留水、Lysis Buffer FTB、Proteinase Kからなるマスターミックスをあら
かじめ調製することも可能です。

9. サンプルをボルテックス後スピンダウンする。

10. サンプルを 56℃で 30分間インキュベートする。

11. 速やかにステップ 23の Bisulfite変換を行なう。

注：サンプルは室温（15～ 25℃）で保管します。

12. 常法に従い細胞を回収する。

13. 10 µlの PBSで細胞を再懸濁する。

注：10 µlの PBSあたり最高 1 x 105個までの細胞を使用してください。

重要：Lysis Buffer FTBの沈殿を引き起こす可能性があるので細胞を氷上で保冷
しないでください。

14. 10 µlの蒸留水、15 µlの Lysis Buffer FTB、5 µlの Proteinase Kを添加する。

注：蒸留水、Lysis Buffer FTB、Proteinase Kからなるマスターミックスをあら
かじめ調製することも可能です。

15. サンプルをボルテックス後スピンダウンする。

16. サンプルを 56℃で 30分間インキュベートする。

17. 速やかにステップ 23の Bisulfite変換を行なう。

注：サンプルは室温（15～ 25℃）で保管します。

18. 20 µlの蒸留水を組織サンプルに添加する。

注：20 µlの蒸留水あたり 100 µgまでの組織を使用してください。
重要：Lysis Buffer FTBの沈殿を引き起こす可能性があるので組織を氷上で保冷
しないでください。

19. 15 µlの Lysis Buffer FTBと 5 µlの Proteinase Kを添加する。

注：Lysis Buffer FTBと Proteinase Kからなるマスターミックスをあらかじめ調
製することも可能です。

20. サンプルをボルテックス後スピンダウンする。

21. サンプルを 56℃で 30分間インキュベートする。

22. 速やかにステップ 23の Bisulfite変換を行なう。

注：サンプルは室温（15～ 25℃）で保管します。
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Bisulfite変換

23. 必要な本数の Bisulfite Mixに、Bisulfite Mix溶液 1本あたり RNaseフリー水
800 µlを添加し、溶解する。Bisulfite mixが完全に溶解するまでボルテックス
する。最長 5分間行なう。

注：必要に応じて Bisulfite Mix・RNaseフリー水を 60℃に加熱してもう一度
ボルテックスします。

注：溶解後、Bisulfite Mixを氷上に置かないでください。
24. 表 6に従って PCRチューブ（200 µl、別途準備）に Bisulfite反応液をセット 

アップする。記載されている順番で各成分を添加する。

表 6. Bisulfite反応成分

成分 容量／反応（µl）

溶解反応液 40

Bisulfite Mix（溶解済み）、ステップ 23参照 85

DNA Protect Buffer 15

トータル容量 140

25. DNAの Bisulfite変換を行なうために、4ページのプロトコール“DNA中の非
メチル化シトシンをSodium Bisulfite処理により変換”のステップ3を開始する。 
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トラブルシューティング
コメント

脱パラフィン化が不完全

a）  脱パラフィンの時間が
不十分

パラフィンが溶解するまでサンプルを Deparaffiniza-
tion Solution中でボルテックスする。

b）  Deparaffinization 
Solutionが組織切片に
浸透していない

組織切片に Deparaffinization Solutionが均一に浸透す
るようにボルテックスと転倒混和を行なう。

溶解が不完全

a）  FFPE組織切片が 
脱パラフィンされて 
いない

Lysis Buffer FTBと Proteinase Kを添加する前に、パラ
フィンが完全に溶解されていることを確認する。

b）  Lysis Buffer FTBと
Proteinase Kが 
サンプルに浸透してい
ない

溶解試薬が組織を覆っていることを確認する（組織
が蓋に付着していないなど）。きれいなピペットチッ
プを使って組織を溶液中に沈める。

c）  溶解時間が不十分 56℃でさらに 30分間サンプルをインキュベート 
する。

d）  溶解反応のセット 
アップが正しくない

7ページ（FFPE切片）あるいは 10ページ（全血、
培養細胞、組織）に記載されているように、溶解反
応に必要な成分をすべて添加したことを確認する。

精製ステップで DNA収量が少ないか皆無

a）  キャリア RNAを Buffer 
BLに添加していない

英 語 版 Handbook 19 ペ ー ジ の“Preparation of 
reagents”に記載されているようにキャリア RNAを
調製し、Buffer BLに加える。

b）  Buffer BWあるいは 
BDの調製が不正確

Buffer BWおよび BD濃縮液を正確な量のエタノール
（96～ 100％）で希釈したことを確認。メタノール
やメチルエチルケトンのような物質を含んだ変性ア
ルコールは使用しない。

c）  70％エタノールで
Buffer BWあるいは 
BDを調製

Buffer BWおよびBD濃縮液を96～100％のエタノー
ルで希釈したことを確認。メタノールやメチルエチ
ルケトンのような物質を含んだ変性アルコールは使
用しない。
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  コメント

d）  Buffer BWおよび BDを
間違った順序で使用

 Buffer BWおよび BDがプロトコール記載の正しい 
順序で使用されていることを確認する。

e）  サンプルがメンブレン
を完全に通過して 
いない

最高速度で 1分間、あるいはサンプルが完全にメン
ブレンを通過するまで遠心操作する。

f）  Buffer BLが沈殿物を 
形成

Buffer BLが沈殿物を形成しているかチェックする。
最高 70℃に加熱し静かに撹拌することにより沈殿物
を溶解する。

変換率が低い

a）  Bisulfite反応成分が 
正しい順番で添加され
ていない

表 2（4ページ）、表 5（9ページ）、表 6（12ページ）
に記載されている順番に DNA、Bisulfite Mix、DNA 
Protect Bufferを添加したことを確認する。

b）  使用したサーマル 
サイクラーの条件が 
間違っている

表 3（5ページ）に記載されているサーマルサイクラー
の条件を用いる。

c）  DNAの品質が悪い 
（例；タンパク質が混入）

サンプル DNAの A260/A280比が 1.7～ 1.9にあるこ
とを確認する。

d）  使用した DNA量が 
推奨する範囲外にある

精製した DNAが 1 ng～ 2 µgになるようにスタート
サンプル量を調節する。FFPEサンプル、細胞、組織、
血液に関しては、英語版 Handbook 15ページに記載
されているサンプル量を参照。

e）  Bisulfite Mixが適切に
保存されていない

溶解した BisulfiteMixは –20℃で 4週間保存可能。

f）  CpG配列が非常に多い
特殊な CpG領域が 
存在する

以下のステップを増やして、Bisulfite変換反応に用い
るサーマルサイクラー条件を延長する：95℃で 5分
間の変性と 60℃で 2時間；その後 20℃に保つ。

g）  DNA Protect Bufferを 
添加していない

DNA Protect Bufferを添加混和後、DNA・Bisulfite Mix
溶液は緑色から青色に変わる。このことは溶液が十
分に混和され、DNAがMinElute DNAスピンカラム
に結合する適切な pH値であることを示す。変色しな
い場合は、DNA Protect Bufferを添加したことを確認
して、反応をもう一度行なう。
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  コメント

ダウンストリーム PCRアプリケーションで良い結果が得られない

a）  コントロールの反応で
も PCR産物が皆無 
あるいはほとんどない

ホットスタート PCRを行なった場合は、最初に酵素
の活性化ステップを行なったことを確認する。

PCR反応成分をすべて添加し、最適なサイクリング
条件を用いたことを確認する。

b）  Bisulfite変換反応が 
失敗

スタートサンプルの DNA純度が十分でない。Bisulfite
変換反応には高品質の DNAのみを使用する。
Bisulfite変換およびクリーンアップ・プロトコールの
全ステップを行なったことを確認する。

Bisulfite変換反応の前にサンプル DNAが分解しない
ように、サンプル DNAの取り扱い・保存は適切に行
なう。

PCRプライマーが適切あるいは正確にデザインされ
ていなかった。プライマーデザインを再考する。

PCRで用いたテンプレート DNA量が不十分であれ
ば、テンプレート DNAの量を増やす。

バッファーに予期しない変化

a）  DNA Protect Bufferが 
保存中に明るい 
緑色からオリーブ色に
変わった

DNA Protect Bufferは 2～ 8℃で 1年間安定。この期
間内での変色はバッファーの品質に影響しない。

b）  Buffer BDが沈殿を形成 Buffer BDの保存中にわずかな濁りあるいは不溶性の
沈殿が生じることがある。

Buffer BDは室温 2～ 8℃で 1年間安定。この期間内
での沈殿物はバッファーの品質に影響しない。沈殿
物をスピンカラム・メンブレンにアプライしない。
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