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使用上の注意 

 

本品は試験研究用試薬ですので、医薬品、その他の目的にはご使

用になれません。 

 

本品に含まれる試薬が目に入った場合には、直ちに多量の水で 15

分以上洗浄した後、医師の診察を受けてください。また、皮膚に

付着した場合には、直ちに多量の水で洗い流してください。 

本品のお取り扱いは、本誌記載通りに行ってください。 

本誌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。 

本品の仕様は予告なしに変更されることがあります。 

本誌に記載されているデータは本品の性能を保証するものではあ

りません。 

本誌は本品の使用などが第三者の工業所有権に接触しないことを

保証するものではありません。 
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1.製品説明  
 

 ISOTISSUE（アイソティッシュ）は、動物組織からゲノム DNAを抽出するためのキットである。 
 
 
2.特長 
 
1) フェノール・クロロホルムのような有害物質を使用しない。 
2) 微量遠心チューブを用いるため、操作が簡便であり、また、複数の試料を同時に処理することが
できる。 

3) 全工程を 2.5～3時間で終了することができる。 
4) 本製品により得られたゲノム DNAは数十～数百 kbpであり、しかも高純度なので、制限酵素反 
 応や PCRに用いることができる。 
 
 
3.キットの内容 (30回分) 
 
   Extraction Buffer  20ml 
   20mg/ml Proteinase K 1.5 ml 
   5M NaCl   7 ml 
   TE (pH8.0)  20 ml 
   10mg/ml RNase A  0.2 ml 
   3M Sodium Acetate  1 ml×2 
   3M LiCl   7 ml 
   150mM Sodium Citrate 7 ml 
 
4.保存 
 
 －20℃ 
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5.使用例 
 
 
    試 料 (50mg of tissue) 
      500μl of Extraction Buffer*1) 
      40μl of 20mg/ml Proteinase K 
    ボルテックス（十分に） 
 
    インキュベーション 55℃ 15分*2) 途中 1~2回攪拌 
      200μl of 5M NaCl 
    ボルテックス 1~2秒*3) 
 
    インキュベーション 55℃ 5分*4) 
 
    氷 冷 5分*5) 
     
      12K×g at 4℃ 10分 
 
    上 清*6) 
      等量 isopropanol 
    転倒混和*7) 室温 5分 
 
      2k×g 1分*8) 
 
    沈 殿*9) 
      400μl of TE(pH8.0) 

    タッピングにて溶解させる*10) 
      5μl of 10mg/ml RNase A*11) 

    ボルテックス 1~2秒 
 
    インキュベーション 55℃ 15分 
      5μl of 20mg/ml ProtenaseK 
    ボルテックス 1~2秒 
 
    インキュベーション 55℃ 15分 
      40μl of 3M Sodium Acetate(pH5.2) 
    ボルテックス 1~2秒 
      440μl of isopropanol*12) 
    ボルテックス 1~2秒 
      2k×g 1分 
 
    沈 殿*13) 
 
    洗 浄×2回*14) *15) 1ml of Wash Solution*16) 
 
    洗 浄*14) 1ml of 70%Ethanol 
 
    洗 浄*14) 1ml Ethanol*17) 

 
    乾 燥*18) 
 
      TE(pH8.0)*19) 
 
    genomic DNA solution 
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*1） Extraction Bufferに含まれている SDSが析出している場合、37℃で加温して融解させてから
使用する。 

*2） 組織片が大きい場合や Protenase Kが働きにくい組織の場合には、組織が完全に溶解しないこ
とがある。その場合には、Protenase Kの加温時間をさらに 15~20分延長する(Protenase K
の処理時間が計 45分以上は適さない)か、あるいは予め組織を滅菌処理したはさみ等で細かく
刻むか、ポリトロンホモジナイザー等でホモジナイズを行ってから抽出を行う。 

*3） 添加した NaCl溶液は、溶解液中で可能な限り均一な状態になるようにする。 
*4） 溶解液の粘性が高く、均一にならないときは、加温時間をさらに 55℃で 5分加温する。 
*5） SDSを含む沈殿が析出してくる。 
*6） 遠心操作で上清と沈殿に完全に分離できない場合、ゼリー状の固まりや組織残渣を含まないよ
うにできる限り上清のみを取る。但し、上清と沈殿にほとんど分離できない状態にときには、

そこで抽出を中止し、予め組織を滅菌処理したはさみ等で細かく刻むか、あるいはポリトロン

ホモジナイザー等でホモジナイズを行ってから抽出する方法に変える。 
*7） できるだけ穏やかに断続的に転倒混和を行う。 
*8） isopropanol中に浮遊している沈殿をチューブの底に落とすため、2K×g,1分程度遠心する。 
*9） cloudyな沈殿が得られる。 
*10） 完全に溶解できない場合には、55℃で15分加温し、指先で軽くチューブをはじき(タッピング）、
溶解させる。また、溶解後白濁している場合、12K×g,15分遠心して、沈殿を巻き込まないよ
うに上清を得て、これをサンプルとして用いる。 

*11） RNase A溶液に白い沈殿が析出していることがあるが、使用に際して問題はない。このような
場合には、遠心により白い沈殿を除去し、上清のみを使用する。 

*12） isopropanolの代わりに ethanolを用いてもよい。 
*13） cloudyな沈殿が得られる。 
*14） 転倒混和した後、ピペットマンを用いて、DNA 沈殿を吸い込まないように注意深く上清を除
去する。 

*15） ポリサッカライド等のコンタミネーションが考えられる場合は回数を増やす。 
*16） Wash Solutionは、キットに含まれている 3M LiCl、150mM Sodium Citrate 各 7mlに、滅
菌水 3.5ml、Ethanol(99.5%) 52.5mlを加えて調製する。調製後は-20℃保存する。 

 Wash Solution組成（終濃度） 
  0.3M LiCl 
  15mM Sodium Citrate 
  75% Ethanol 
*17) dry upを容易にするために行う。省略してもよい。 
*18） 沈殿は 5~10分風乾する。真空乾燥機を用いて乾燥してはいけない。沈殿を完全に乾燥してし
まうと溶解性が著しく減少する。 

*19） 非常に溶解しにくいが、4℃前後で一晩静置することによりほぼ完全に溶解する。4℃前後で一
晩静置しても完全に溶解しない場合には、55℃で加温する。それでも溶解しない場合は、ピペ
ットチップの先端 2~3mmを切って、径を大きくしたものを用いて、できるだけ穏やかにピペ
ッティングを行う。（激しいピペッティングは、高分子量(>100kb)DNA を 20 数 kb までデク
ラデートさせる。） 
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6.データ集 
  
 1）マウス各組織から得られたゲノム DNA 
 
  1 2 3  4 
     1.T4dC DNA：166kb 
     2.肝臓ゲノム DNA 
     3.腎臓ゲノム DNA 
     4.心臓ゲノム DNA 
 
     パルスフィールドゲル電気泳動 
 
 
 
 
 
 2）マウス各組織から得られたゲノム DNAの制限酵素処理 
 
  1 2 3  4 5 6 7 8 
     1.Marker6（λ/StyⅠ） 
     2.心臓ゲノム DNA intact 
     3.心臓ゲノム DNA/EcoRⅠ 
     4.胃ゲノム DNA intact 
     5.胃ゲノム DNA/EcoRⅠ 
     6.腎臓ゲノム DNA intact 
     7.腎臓ゲノム DNA/EcoRⅠ 
     8.Marker6（λ/StyⅠ） 
 
     Agarose S 0.8%gel 
     TAE Buffer  50V  80min. 
 
 
 
 3）マウス各組織から得られたゲノム DNAを鋳型としたβ-actin遺伝子を含む DNA断片の PCRに
よる増幅 

 
     1 2  3 4 
        1.Marker4（φX174 DNA/HaeⅢ） 
        2.心臓 
        3.胃 
        4.腎臓 
 
        Agarose X 3%gel 
        TAE Buffer  50V  80min. 
        Taq DNA Polymerase 「Gene Taq」を使用 
 
 
 
 
 
 4）マウス各組織から得られたゲノム DNAの収量 
 
   マウス組織  DNA（μg/㎎ tissue） OD260/OD280 

 
    肝臓   0.5～1   1.7～1.8 
 
    腎臓   0.2～1   1.7～1.8 
 
    心臓   0.5～1.5   1.7～1.8 
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 7.トラブルシューティング 
 
   Ｑ1.試料が溶解しない、または溶解しにくい。 
 Ａ1. ・ Extraction Bufferを加える前に試料を滅菌したはさみ等でできるだけ細かく切り刻んでお

  く。 
  ・ 試料をポリトロンホモジナイザー等でホモジナイズする。 
  ・ 加える Proteinase Kの容量を増やす。 
  ・ 加える Extraction Bufferの容量を通常の 2倍にして、試料を希釈して用いる。但し、試料

  によっては DNAの分解が起こる可能性がある。 
  ・ Proteinase K処理の加温時間を延長する。 
  ・ 試料が熱で変性している可能性がある。Proteinase K処理の温度を適当な温度に下げ、反 

  応時間を延長する。（例えば 37℃で 3時間など） 
 
 Ｑ2.収量が少ない。 
 Ａ2. ・ 試料が完全に溶解していない場合にはＡ1を参考にして溶解させる。 
  ・ Proteinase K処理後の遠心分画でゼリー状物質が認められる場合には、試料に対する 

  Extraction Bufferの容量比を 2倍にし、ホモジナイズしてから抽出を行う。 
 
 Ｑ3.OD260/OD280の値が 1.70以下である。 
 Ａ3. ・ DNA沈殿を 300mM LiCl,15mM Sodium Citrate in 75%Ethanolで洗浄を繰り返す。 
   ・ 効果がないときは DNA 溶液に 300mM(終濃度)LiCl,150mM(終濃度)Sodium Citrate を加

 え、55℃で 15 分加温した後エタノール沈殿を行い、その後 300mM LiCl,15mM Sodium 
 Citrate in 75%Ethanolで洗浄を行う。 

 
 Ｑ4.DNAが溶解しない。 
 Ａ4. ・ホモジナイズの回数を減らす。 
   ・ 加える Extraction Bufferの量を増やす。 
   ・ 穏やかにピペッティングを行う。（ピペットチップの先端を 2~3mm切って、径を大きくし

 たものを用いる。） 
   
 Ｑ5.DNAがデグラデーションしている。 
 Ａ5. ・ピペッティングをできるだけ避ける。 
   ・ピペッティングはできるだけ穏やかに行う。（ピペットチップの千巻 2~3mm切って、径を 

 大きくしたものを用いる。） 
   ・ 新鮮な試料を用いる。 
 
 Ｑ6. RNAがコンタミネーションしている。 
 Ａ6. ・ RNase処理からやり直す。 
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