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【RNA抽出およびcDNA作製】
準備するもの

・ジルコニア／シリカビーズ1.0mm(BSP-11079110Z, Biospec)
・RNeasy Fibrous tisuue Mini kit (74704, QIAGEN)

・2-mercaptethanol (M3148-100ML, sigma)

・100% ethanol
・QuantiTect Reverse Transcription Kit (205311, QIAGEN)

・DEPC水 (46-2224, Invitrogen)

・テストチューブ(Rnase/Dnase freeまたはオートクレーブ済のもの)

・マイクロピペット
・マイクロピペットチップ(Rnase/Dnase freeまたはオートクレーブ済のもの)
・RNaseZap®(AM9780, Ambion)
・Incubator(MHS-301, ドラフト下段)
・分光光度計
・サーマルサイクラー(PC818, ASTEC)

事前準備
· Incubatorを55度に設定しておく．

· Mini kit内のBuffer RLTに1％の割合で2-mercptethanolを添加しておく（毒性が強く、刺激臭があるためドラフト内で操作する）。

· Mini kit内のBuffer RPEは4倍量の100％エタノールで希釈しておく。

· 使用するテーブルをRNaseZapで拭き、RNase freeの状態にしておく。

注意事項
· 体液中にRNA分解酵素が含まれるためグローブを着用し、不必要に会話を行わない。

· グローブで身体等を触った場合には、RNaseZapを使用してRNase freeにしておく。

プロトコル
【RNA抽出】
1. 2mlテストチューブの1/3～1/2程度までジルコニアビーズを入れ、2-mercaptethanolを添加したBuffer RLTを600µl入れキャップをしておく
2. RNA laterを解凍し、サンプルを取り出し10～30mg計量する（まずは、20mgでRNA抽出を行い、抽出量が不十分な場合には最大30mgまでサンプル量を増やす。）。

3. 計量したサンプルを1のチューブに速やかに移す（#2および#3の過程においてRNAが失活しやすいのでこの過程は可能な限り素早く行う）。
4. Tissuelyserにサンプルが入ったチューブをセットして10秒×3回、組織の破砕を行う（一度の破砕でチューブが熱を持つため続けて行わない。10秒間破砕したら氷中にて冷却し、その間に他の試料を破砕する。）

5. 各試料の破砕が終わった時点で溶液が泡立っているので、軽く遠心機にかける（10,000g, 30秒程度）。
6. 破砕したチューブにRNase Free water 590mlとProteinase K 10µlを加えて、ピペッティングで十分に混和する（禁ボルテックス）。

[POINT]

気泡によって十分なRNase Free water が加えられない場合は遠心機に3分程度かける（R.T, 12000－13200rpm）。
それでも必要量のRNase Free waterを添加できない場合、#9.で回収する上清が900µlであることを考慮すると総量がそれ以上（可能であれば1000µl）になるようにRNase Free waterを添加すればよい。

7. 55℃で10分間インキュベートする。

8. 13,200rpm(20~25℃)にて遠心機に3分間かける。
9. 上清900µlを1.5mlチューブに移し、100％エタノール450µlを添加してピペッティングで混和する（これ以降は洗浄作業となる）。

10. 2mlコレクションチューブ（kitに付属）をセットしたスピンカラム（kitに付属）にサンプル700µlを注入する（エタノール添加後に沈殿が生じる場合があるが沈殿物が含まれてもよい）。
11. 13,200rpm（4℃）にて遠心機に15秒間かける。コレクションチューブ内の濾液は捨て、再度コレクションチューブをセットする（廃液は2-mercaptethanolを含有しているので、専用の廃液入れに処理する）。なお、この時点でRNAはスピンカラムに存在する。

12. 残りのサンプルを#10と同じスピンカラムに注入し、#11と同様の処理を行う。

13. 350µlのBuffer RW1（kitに付属）をスピンカラムに注入し、13,200rmp(4℃)にて遠心機に15秒間かける。コレクションチューブ内の廃液を捨て、再度コレクションチューブをセットする。

14. #12の処理を繰り返す。ただしコレクションチューブは捨て、新しい2mlコレクションチューブをセットする。

15. 500µlのBuffer RPE（kitに付属、事前に4倍量の100％エタノールで希釈しておく）を添加し、13,200rmp(4℃)にて遠心機に15秒間かける。コレクションチューブ内の廃液を捨て、再度コレクションチューブをセットする。

16. #14を繰り返す。ただし、遠心機は2分間かける。

17. 余分な水分を除くために，13,200rmp(4℃)にて遠心機に1分間かける。

18. スピンカラムを新しい1.5mlチューブにセットし、DEPC水50µlをRNaseメンブレン上にまんべんなく滴下する（白く見えるのがメンブレンで、RNAが濾過されている。DEPC水で溶出するのでメンブレン全体に滴下する必要がある）。次いで，13,200rpm（4℃）にて1分間遠心機にかける。
[POINT]
DEPC水で溶出する際は50µlを25µl×2回で実施すると収量が安定する。
19. 溶出されたRNAの一部を10倍に希釈した後（RNA溶液20µl：PB 180µl）、希釈したサンプルをwell plateに滴下する。
[POINT]
ここを失敗すると適切なサンプル純度を求めにくくなってしまうため細心の注意が必要（特にwellのholeを間違えないように）。
20. Tippingで良く撹拌し、遠心機にかける（禁ボルテックス）。

21. OD260およびOD280の条件で分光高度計光度計にかけて、RNA量とRNA/DNA比を求める（OD260/ OD280比は2.0以上が望ましいが1.6以上の範囲であればよい）。
【cDNA作製】
1. 以下の計算式を使用してOD260の値からRNA量を計算する。
Concentration RNAµg/µl＝OD260値×0.04×希釈倍率（抽出プロトコル#20を参照）

2. QuantiTect Reverse Transcription Kitの各溶液を室温で解凍し、各チューブをTipping後にスピンダウンする。
なお、解凍後の各試薬は4℃で保存し、特にQuantiscript Reverse Transcriptase（赤キャップ）は使用直前まで-20℃にて保管しておく。
3. ゲノムDNA除去反応液を作成する。

	gDNA Wipeout Buffer 7×
	2µl

	テンプレートRNA（先の抽出RNA）
	適量（最高1µg）

	RNase free水（付属）
	適量

	
	合計　14µl


　　　　　　　　　　      

[POINT]

3つの合計が14µlになるように調整する。すなわち、gDNA～量は定量なのでテンプレートRNA量によりRNase free水を調整する。

（例）テンプレートRNAを0.5µgで合わせる場合
Sample AのConcentration RNAµg/µlが0.2048の場合
Sample Aから0.5µgのRNAを得るためには　0.5/0.2048＝2.4414…µl
　　14µl－2µl－2.44µl＝9.56µl
すなわち、必要な液量はSample Aは2.44µl 、RNase free水は9.56µlである。
この計算を各試料について行い、反応液を作成する。

4. サーマルサイクラーで42℃、2分間インキュベートした後、すぐにサンプルを氷上に置く。

5. 以下の分量で逆転写反応マスターミックスを作成する。

	Quantiscript Reverse Transcriptase
	1µl

	Quantiscript　RT Buffer　5×
	4µl

	RT Primer MIX
	1µl

	#4後のサンプル
	14µl

	
	合計　20µl



　　　
6. サーマルサイクラーで42℃、15分間および95℃、3分間のプログラムにてインキュベートする。

[POINT]

RNA抽出液は-80℃、#6後のサンプルは4℃で保存可能。ただし、RNA抽出液はRNAの分解リスクを避けるために処理を手早く行うこと（あるいは分注も可）。

【PCR反応およびアガロース電気泳動】
準備するもの

・Takara TaqTM Hot Start Version(R007A, タカラバイオ)
＜10×PCR緩衝液（Mg2+含）・2.5mM dNTP MIX・Taq DNAポリメラーゼ＞
・Forward／Reverse primer（invitrogen）

・Dynamarker DNA low D(DM112, BioDynamics labo.)
・6×loading buffer(Markerに付属)
・DEPC水(46-2224, Invitrogen)
・テストチューブおよび8連チューブ(Rnase/Dnase freeまたはオートクレーブ済のもの)

・マイクロピペット

・マイクロピペットチップ(Rnase/Dnase freeまたはオートクレーブ済のもの)

・RNaseZap®(AM9780, Ambion)

・サーマルサイクラー(PC818, ASTEC)

事前準備

· 以下の分量でTris Acetate EDTA(TAE)および2%agarose gelを作製しておく。

· Tris Acetate EDTA(×50)

	オートクレーブ水
	500ml

	Trizma base
	121g

	酢酸
	28.55ml

	2Na・EDTA
	3.715g


[POINT]
TAEの保存は×50、使用時は×1に希釈する。

· 2%agarose gel
	大きいゲルを作製する場合

	TAE(×1)
	40ml

	agarose
	0.8g

	小さいゲルを作製する場合

	TAE(×1)
	20ml

	agarose
	0.4g


[POINT]
agaroseは電子レンジで加熱することでTAEに溶解するが、長時間加熱すると沸騰して溢れてしまうため、加熱は1回10秒程度でこまめに実施する。

溶解したagaroseは高温のままウェルに流すとウェルが変形してしまうため、手で触れるくらいの温度まで熱を冷ます。

ゲルのウェルをつぶす恐れがあるため、ゲルが完全に固形化するまで熱を冷ましてからコームを抜く。
プロトコル
【PCR反応】

1. 以下の分量でPCR反応液を調整する。（8連チューブを使用する）
Takara TaqTM Hot Start Version
＜10×PCR緩衝液（Mg2+含）・2.5mM dNTP MIX・Taq DNAポリメラーゼを含む＞
	DEPC水
	適量(最終的に50µlになるように調整)

	10×PCR緩衝液（Mg2+含）
	5.0µl

	2.5mM dNTP MIX
	4.0µl

	For.　プライマー
	2.5µl(最終濃度を0.5mMにする)

	Rev.　プライマー
	2.5µl(最終濃度を0.5mMにする)

	Taq DNAポリメラーゼ
	　0.5µl(5unit/µl)

	cDNA
	1.5µl

	
	合計　　50µl


[POINT]

上記の試薬をすべて混合したもの（以下、マスターミックス）はボルテクスで攪拌すると泡立ってしまい、必要量をピペットで吸引することが出来なくなる。よって、マスターミックスはチューブを指で弾くようにして攪拌し、遠心機に数秒間かける。

2. 以下のプログラムをPCR装置に入力し、反応を開始する。（反応温度・時間はあくまでも参考値であり、各物質によってプログラム調節が必要）
	変性
	94℃・5分

	↓

	熱変性
	94℃・30秒

	アニーリング
	54℃・30秒

	伸張反応
	72℃・60秒

	↓

	伸張反応
	72℃・5分

	↓

	保存
	4℃


3. 電気泳動槽をTAE(×1)で満たし、2%agarose gelを浸漬する。

4. PCR反応が終了したサンプルを6×loading bufferと混和し、2%agarose gelにアプライする。
5. 電気泳動槽を「100V、＋→－」に設定し、30分間泳動する(泳動時間は季節によって調節する必要がある)。

6. 泳動後のゲルをエチジウムブロマイド溶液（EtBr）に15分間浸漬し、その後はUV照射下で泳動バンドを撮影する。
