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ご使用の前に 

 

安全性ガイドライン ： 化学物質による危険を最小限に抑える為に 

 

 いくつかの化学物質または危険な物質の保管や取り扱いの前に化学物質等安全データシート＇MSDS（を 

 読み危険性について正しくご理解下さい。 

 化学物質との接触を最小限にします。化学物質を取り扱う際には適切な保護具＇例えば保護眼鏡、保護手袋、

保護着など（を装着します。取り扱いの前には安全基準の確認のため MSDS をお読み下さい。 

 化学物質の吸入を最小限にします。化学物質の容器を開けたまま放置しないようにします。十分な換気が 

できる場所＇ドラフト等（でのみ取り扱います。取り扱いの前には安全基準の確認のため MSDS をお読み下さい。 

 定期的な化学物質の漏れやこぼれのチェック。もし漏れやこぼれが認められた場合、MSDS に推奨する 

製造者の清掃方法に従って清掃を行って下さい。 

 国、地方自治体または国際法と規定に基づき化学物質の保管、取り扱いおよび廃棄を行って下さい。 

  

MSDSs         ： 製品安全データシート 

 化学物質製造業者が、危険な化学物質の出荷に伴い MSDSｓをお客様へご提供しているものです。 

 MSDSs は、以下の弊社 Web サイトからご自由にダウンロードして頂けます。 

http://www.absciex.com/downloads/safety-data-sheets/japan-msds-(japanese).html 

 

 

 

 

Cysteine Blocking Reagent ： 可燃性の液体および気体です。 

  汚染は眼と呼吸器官の炎症と中枢神経系の抑制を引き起こします。 

 

Denaturant (2% SDS) ：  眼と皮膚の炎症を引き起こします。 

 

Ethanol ： 可燃性の液体および気体です。汚染は眼、皮膚および呼吸器官の 

  炎症を引き起こします。 

  また、中枢神経系の抑制と肝臓の損傷を引き起こす可能性があります。 

 

Reducing Reagent ： 眼、皮膚および呼吸器官の炎症を引き起こします。 

 

Trypsin ： 眼、皮膚および呼吸器官の炎症を引き起こします。 

  汚染はアレルギー反応を引き起こす可能性があります。 

 

 

 

 

 

http://www.absciex.com/downloads/safety-data-sheets/japan-msds-(japanese).html
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＜概要＞ 

ABSCIEX iTRAQTM＇isobaric Tags for Relative and Absolute Quantiation（試薬は 

4 つの同質量試薬が用意されています。 

iTRAQTM Reagent 114 

iTRAQTM Reagent 115 

iTRAQTM Reagent 116 

iTRAQTM Reagent 117 

4 つの試薬を使用することにより singl LC/MS/MS による最大 4 つの異なったサンプルの混合物の 

測定が可能です。 

 

iTRAQTM KIT 操作手順 

 

1（iTRAQ 試薬の構造 

 

 

 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                

酵素消化されたサンプル中の各ペプチドの N 末端とリジン残基の PRG は iTRAQ 試薬等量タグと 

共有結合しています。 

iTRAQ ラベルされた数種の酵素消化サンプルを混合した際、個々のサンプルに含まれる同一ペプチドは 

Reporter group の種類にかかわらず、同一質量を示します。 

 

 Balance Group は、iTRAQ 試薬の 114、115、116 および 117 でラベルした iTRAQ ラベルペプチドが 

同じ質量になるようにデザインされています。 

 上図のようにフラグメンテーションが起こります。 

フラグメンテーションの結果として Balance Group は neutral loss します。 

生成した iTRAQ™ 試薬 reporter group のイオンは 113-119ｍ/ｚの低分子領域にピークとして現れます。 

この領域には他の一般的なフラグメントイオンがなく、この領域に見られるシグナルはラベルされた消化 

ペプチドのレポーターイオンのみです。 

そのため、あるレポーターグループのピーク面積と他のレポーターグループのピーク面積を比較することにより 

定量が可能です。あるピーク面積と他のピーク面積との比率は寄与するサンプルの酵素消化物の各々の中の 

ペプチドの相対量を表しています。 
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 付加的にペプチドのｙシリーズ、ｂシリーズが生成されタンパク質の同定に使われます。 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Specification  
Reagent 

114  

Reagent 

115  

Reagent 

116  

Reagent 

117  

Exact mass added to 

the peptide per 

primary amine  

144.1059  144.0996  144.1021  144.1021  

Monoisotopic MH+ of 

the Reporter Group 

(fragment seen by 

MS/MS analysis)  

114.1112  115.1083  116.1116  117.1150  
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Ｍｅｔｈｏｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ Ｋｉｔ および Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ Ｋｉｔ内容 

Reagents：全て-15～-25℃保存 

cap 

color 
Item 

Method 

Development kit 

P/N 4352160 

(Volume/Qty) 

Multiplex Kit 

P/N 4352135 

(Volume/Qty) 

Description  

  
iTRAQ™Reagent  Reagent 114  

3 vials,                  

1unit/vial 

5vials,          

1unit/vial 

 

  
iTRAQ™Reagent  Reagent 115 - 

5 vials,                  

1unit/vial 

  
iTRAQ™Reagent  Reagent 116  - 

5 vials,                  

1unit/vial 

  
iTRAQ™Reagent  Reagent 117  

3 vials,                  

1unit/vial 

5 vials,                  

1unit/vial 

Reagents：全て-15～-25℃保存 

cap 

color 
Item 

Method 

Development kit 

P/N 4352160 

(Volume/Qty) 

Multiplex Kit 

P/N 4352135 

(Volume/Qty) 

 

Description 

 Six-Protein Mix. 

 

2 vials -  

 Trypsin with CaCl2 3 vials - 

P/N 4352157 

Trypsin 10-pack を

使用 

 

 Dissolution Buffer (pH8.5) 3 vialｓ 

1.5mL/vial 

3 vialｓ 

1.5mL/vial 

 

 Denaturant 1 vial 

50μL/vial 

1 vial 

50μL/vial 

 

 Reducing Reagent 1 vial 

100μL/vial 

1 vial 

100μL/vial 

 

 Cystein-Blocking Reagent 1 vial 

50μL/vial 

1 vial 

50μL/vial 

 可逆的にシステイングループを 

ブロックする。 

200mM Methylmethanethiosulfonate 

＇MMTS)/Isopropanol 

タンパク質のジスルフィド結合を 

還元する。 

50mM tris-(2-carboxyethyl) 

phosphine(TCEP)を含む。 

Lys／Arg の C 末端側のペプチド 

結合を切断する。 

25μg Trypsin と 222μg CaCl2 を 

含む。 

サンプル溶解用緩衝液。 

0.5M Triethylammonium 

bicarbonate を含む。 

 

プロトコールのテストに使用。 

以下のタンパク質を含む。 

•  Bovine serum albumin  

 (22 µg) 

•  α-lactalbumin (10 µg) 

•  β-galactosidase (38 µg) 

•  lysozyme (10 µg) 

•  Apotransferrin (25 µg) 

•  β-lactoglobulin (24 µg) 
 

 

 

 

 

アミン修飾ラベル試薬。 

1unit あたり 100μg の 

タンパク質をラベルする。 

 

 

5 ページの図を参照。 

通常コントロールサンプルのラベルに使用。 

 

 

タンパク質の水素結合、 

疎水結合、静電的結合を分裂 

する。2% SDS を含む。 

2％SDS 含有。 
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 Ethanol 
1 vial 

1.8mL/1vial 

1 vial 

1.8mL/1vial 

 

 

Documents：室温保存 

 

Item 

Methods 

Development Kit 

(Volume/Qty) 

Multiplex Kit 

 

(Volume/Qty) 

 

Description 

ABSCIEX iTRAQTM Reagentｓ 

Quick Reference Card 

 

- 

 

- 

 

ABSCIEX iTRAQTM Reagentｓ 

Protocol 

 

- 

 

- 

 

 

 

Certificate of Analysis 

 

 

- 

 

 

- 

 

 

CEX バッファーパック P/N 4326747：すべて 4～8℃保存 

 

Item 

 

Volume/Qty. 

 

Description 

Cation Exchange Cartridge 200μL カートリッジ 

×1 

 POROS® 50HS,50μm,4.0mmφ×1.5cm 

 

       

 

Cation Exchange Buffer–Load  

(10 mM potassium phosphate(KH2PO4) in 

 25% acetonitrile at pH 3.0) 

100mL  

Cation Exchange Buffer–Elute  

(10 mM KH2PO4 in 25% acetonitrile/ 

350 mM potassium chloride (KCl)  

at pH 3.0) 

100mL  

 

Cation Exchange Buffer–Clean  

(10 mM KH2PO4 in 25%acetonitrile/ 

1 M KCl at pH 3.0) 

100mL 
 

アセトニトリルを含むリン酸バッファ。pH 調整と 

塩濃度を下げるために使用する。 

アセトニトリルと塩を含むリン酸バッファ。 

ペプチドの溶出のために塩濃度を上げる。 

高濃度の塩とアセトニトリルを含むリン酸バッファ。 

ペプチド溶出後のカラム洗浄に使用。 

HPLC グレードまたはそれ以上の 

純度。iTRAQ 試薬の溶解とラベルの 

最適化のために使用する。 

5 ページの図を参照。 

通常コントロールサンプルのラベルに使用。 

 

 簡易マニュアルシート 

http://www.absciex.com/downlo

ads/mass-spectrometry-literature

.html こちらのサイトからダウンロ

ードください 

タンパク質を iTRAQ 試薬でラベル 

する方法の説明書 

http://www.absciex.com/downlo

ads/mass-spectrometry-literature

.html こちらのサイトからダウンロー

ドください 

 
分析証明書 

http://www.absciex.com/downl

oads/certificates-of-analysis/ce

rtificates-of-analysis-for-mtra

q-kitsこちらのサイトからダウンロ

ードください 

 

http://www.absciex.com/downloads/mass-spectrometry-literature.html
http://www.absciex.com/downloads/mass-spectrometry-literature.html
http://www.absciex.com/downloads/mass-spectrometry-literature.html
http://www.absciex.com/downloads/mass-spectrometry-literature.html
http://www.absciex.com/downloads/mass-spectrometry-literature.html
http://www.absciex.com/downloads/mass-spectrometry-literature.html
http://www.absciex.com/downloads/certificates-of-analysis/certificates-of-analysis-for-mtraq-kits
http://www.absciex.com/downloads/certificates-of-analysis/certificates-of-analysis-for-mtraq-kits
http://www.absciex.com/downloads/certificates-of-analysis/certificates-of-analysis-for-mtraq-kits
http://www.absciex.com/downloads/certificates-of-analysis/certificates-of-analysis-for-mtraq-kits
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Cation Exchange Buffer -Storage 

(10 mM KH2PO4 in 25% acetonitrile  

at pH 3.0, + 0.1% sodium azide (NaN3)) 

100mL 
 

 

 

 

 

 

Accessories- Column Hardware 

 

Item 

 

Volume/Qty. 

 

Description 

カートリッジホルダー 

P/N 4326688 

×1 

(200μL カートリッジ用) 

  

ニードルポートアダプター 

P/N 4326689 

＇3 つのパーツで構成されます（ 

 

 

ニードルアウトレットアダプター 

P/N 4326690 

＇3 つのパーツで構成されます（ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

アジ化ナトリウムとアセトニトリルを含むリン酸バッフ

ァ。微生物の発生を防ぎ、適切な pH を維持する。 

 

×1 

×1 
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ご用意いただくもの 

 

Item 

 

数または量／1 assay 

使い捨て手袋 必要量 

サンプル 1 ＇Control: 例（正常な状態の細胞（ 5-100μg 

サンプル 2 ＇Sample: 例（異常細胞 最大 3 種類まで（ 5-100μg 

Trypsin with CaCl2  

(P/N 4352157：10本入，ABSCIEX製) 
サンプル 2 種類に対し 1 本 

1～1000μL のピペッターとチップ 必要量 

分画用チューブ と ラック 

0.5-2.0ｍL キャップ付チューブ 

1.5mL と>4mL チューブ ＇陽イオン交換ステップで使用（ 

 

1 アッセイに 3-6 本 

必要量 

シリンジ： 2 インチ,22 ゲージで先端がフラットなニードル。 

シリンジ容量 2.5mL 
1 

High-resolution cation-exchange column 

＇ラベル化ペプチドのより良い分離が必要な場合に使用。 

サンプル量にあわせてカラムサイズは選択。別途 HPLC 装置が必要。（ 

例（ PolySULFOETHYL ATM Column, 5μm, 300Å bead,  

2.1Φ×220mm，PolyLC,Inc., P/N202SE0503 

1 

pH 試験紙 

＇陽イオン交換カラムにサンプルを導入する前に pH をチェックする。 

pH レンジは 2.5-4.5（ 

必要量 

Milli-Q® water  

＇18.2Mohrm 以上、電導度 0.05μS／0.05μMho 以下（ 
50ｍL 

ヒートブロック ＇60℃で使用（ 1 

インキュベーター＇37℃で使用（ 1 

遠心分離機 1 

ボルテックス ミキサー 1 

遠心減圧乾燥機 1 

質量分析装置 ＇iTRAQ 解析ソフトウエア付（ 

例（ABSCIEX QTRAP®システムと 

ProteinPilot™  ソフトウエア 

1 

Reversed-phase HPLC system 

 
1 
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2（サンプル調製の流れ＇114 と 117 の 2 種類のタグを用いた場合（ 

 

 

1 日目 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

①

②

③

MMTS  

サンプル 1 サンプル 2 

MMTS 

MMTS 

MMTS 
MMTS 

MMTS 

Trypsin digest 

MMTS 

MMTS 
MMTS 

MMTS 
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2 日目 

 

  

 

                                                                                                                                      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

④

⑤

iTRAQ labeling 

MMTS 

MMTS 

MMTS 

MMTS 

MMTS 

MMTS 

MMTS 

MMTS 

Mix 

MMTS 

MMTS 

MMTS 

MMTS 

MMTS 

MMTS 

MMTS 

MMTS 

-MMTS 

MMTS 

Cation Exchange Column  e.g. 

iTRAQ 試薬-114 iTRAQ試薬-117 

MMTS 

MMTS 

MMTS 

MMTS 

MMTS 

MMTS 

MMTS 

MMTS 
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⑥ 

MMTS 

 

MMTS 

MMTS 

MMTS 

MMTS 

MMTS 

MMTS 

-MMTS 

MMTS 

MS 
MS 

MSMS 

114        117 

 [m/z] 

+ 

MMTS 
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3（操作手順    

 

サンプル調製  

最初にサンプルの夾雑物を除きます。影響が考えられる夾雑物と予想される影響は次の通りです。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

iTRAQ試薬のプロトコールを妨害する物質 

トリプシン消化の前 iTRAQ試薬と反応する。 

ラベルを妨げる 

一級アミン 

例（ 

•酢酸アンモニウム 

•重炭酸アンモニウム 

•クエン酸アンモニウム 

•酒石酸アンモニウム 

•AMPD [2-amino-2-methyl-   

 1,3-propanediol] 

•重炭酸アミノグアニジン塩 

•AMP[2-amino-2-methyl-1- 

  propanol] 

•エタノールアミン 

•Gly-Gly 

•Tris 

 

サンプルの可溶化に必要な場合はシステイ

ンの還元・アルキル化を行った後 

トリプシンの不活性化 多量の界面活性剤と変性剤 

＇使用可能な界面活性剤と変性剤 

の種類と適正濃度は別表参照（ 

活性プロテアーゼ 

iTRAQラベルのプロトコール開始前 システインのブロックを妨げる チオール 

例（ 

•DTT 

•2-Mercaptoethanol 

アセトン沈殿を行うタイミング 影響 可能性のある妨害物質 
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もし高濃度の塩、酸または界面活性剤を含む場合は、クロマトグラフィー、透析、アセトン沈殿＇Appendix C 参照（、 

超遠心等用いて精製を行ってから操作を始めて下さい。 

また、サンプル中のタンパク質含量が 5-100μg あることを BCA 法などの定量法を使って確認して下さい。 

 

 

① Denature and Reduce :  SDS による変性および TCEP 還元 

(1) 各 5-100μg ＇量は揃えて下さい（のサンプルを入れたチューブにそれぞれ 20μL の Dissolution Buffer     

を加えます。 

(2) 1μL の Denaturant     を加え、Vortex で混合します。もし溶解しない場合は Appendix-A をご参照下さい。 

(3) 各チューブに 2μL の Reducing Reagent     を加えます。 

(4) 各チューブを Vortex で混合し遠心機にかけます。 

(5) 各チューブを 60℃で 1 時間インキュベートします。 

(6) 各チューブを遠心機にかけサンプル溶液をスピンダウンします。 

 

② Alkylation :  MMTS によるシステイン残基のアルキル化 

(7) 各チューブに 1μL の Cystein Blocking Reagent     を加えます。 

(8) 各チューブを Vortex で混合し遠心機にかけます。 

(9) 各チューブを室温で 10 分間インキュベートします。 

 

2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propanediol Tris 

Diglycine Gly-Gly 

2-Aminoethyl alcohol エタノールアミン 

2-Amino-2-methyl-1-propano AMP 

Guanylhydrazine bicarbonate salt 重炭酸アミノグアニジン塩 

2-Amino-2-methyl-1,3-propanediol AMPD 

- 酒石酸アンモニウム 

- クエン酸アンモニウム 

- 重炭酸アンモニウム 

- 酢酸アンモニウム 

正式名称 通称 

サンプル溶液に1mM以上含まれるとiTRAQ試薬ラベルを妨害する物質 
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③ Trypsin digest :  各サンプルの Trypsin 消化 

(1) Trypsin    のバイアルに Milli-Q® water 25μL を入れます。 

＇サンプル 2 種類につき 1 本の Trypsin を使用します。3 サンプルまたは 4 サンプルのラベルを行う場合は 

2 本の Trypsin をご用意下さい。（ 

(2) Vortex で混合し、遠心機にかけます。 

(3) 各サンプルチューブに Trypsin 溶液 10μL を加えます。 

(4) 各チューブを Vortex で混合して遠心機にかけます。 

(5) 37℃で 12～16 時間インキュベートします。 

(6) Vortex で混合し、遠心機にかけスピンダウンします。 

 

注： iTRAQ ラベルの際、ラベル効率を最大限に引き出すためには液量を 50μL にする必要があります。 

もし、Trypsin 消化後の液量が 50μL を越えてしまった場合は、遠心濃縮機で乾燥させた後 

30μL の Dissolution Buffer で再溶解してから以降の操作を行ってください。 

  

 

④ iTRAQ labeling :  iTRAQ 試薬による N 末端および Lys 残基のラベルとラベルサンプルの混合 

(１) 必要な iTRAQ Reagent のバイアルを室温に戻します。 

(2) 各 iTRAQ Reagent バイアルに 70μL のエタノール     を加えます。 

(3) 各バイアルを 1 分間 Vortex で混合し、遠心機にかけます。 

(4) 1 サンプルチューブに対し、1 種類の iTRAQ Reagent 溶液をすべて移します。 

(5) 個々に Vortex で混合し、遠心機にかけます。 

(6) 室温で 1 時間インキュベートします。 

(7) iTRAQ ラベルした各サンプルを、別の新しいチューブにまとめます。 

(8) Vortex で混合し、遠心機にかけます。 

 

任意確認： 全てのサンプルを混合する前に、各サンプルの MSMS 測定を行い iTRAQ ラベルがされていることを 

確認します。このとき、使用した iTRAQ Reagent のレポーターイオン＇114-117（が確認できればラベルは成功ですが 

もしそれぞれのレポーターイオンが確認できない場合にはラベル操作を再度行います。 

尚、測定前にはサンプルの有機溶媒濃度を下げ、ZipTip®でサンプルの夾雑物を除いてください。 

 

 

⑤ Cation Exchange Column :  陽イオン交換カラムによる精製 ＇シンプルなサンプルの場合。分画なし（ 

サンプルインジェクトの方法  

(1) 使用するバッファを 2.5mL のシリンジに満たします。 

(2) 気泡を除きます。 

(3) ニードルポートアダプターにシリンジのニードルを挿しこみ、液漏れがないようしっかりとアダプタを締めます。 

(4) シリンジのプランジャーを押してインジェクトします。 

*：バッファー交換の際には必ずシリンジを Milli-Q® water で数回洗浄した後、これから使用するバッファーで 

1 回シリンジを置換します。 
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カラムの準備 

(1) カートリッジホルダーを組み立てます。 

(2) 次頁の図のように PEEK™ tube とニードルポート 

アダプターを取り付けます。 

(3) 陽イオン交換カラム＇白ラベル（をホルダーに 

セットします。カラムの方向性はありませが 

方向を決めて矢印を記入しておきます。 

(4) Cation Exchange Buffer-Clean を 1mL 

流します。送液はシリンジにバッファを入れ  

ニードルポートアダプターにシリンジを固定して 

行います。この時の流速は、2～3 滴/秒でカラムの 

出口側から液が落ちる速さです。 

(5) Cation Exchange Buffer-Load を 2mL を 

(4) と同様にして流します。この時の流速は、 

2～3 滴/秒でカラムの出口側から液が落ちる速さ 

です。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

陽イオン交換カラムへのサンプルの導入とペプチドの回収 

 (1) ④で調製したサンプル溶液を容量の大きいチューブに移します。 

注：2 種類のサンプルの場合 2mL 以上、4 種類のサンプルの場合 4mL 以上の最終液量になりますので 

サンプルに合せてチューブのサイズをご選択下さい。 

 (2) (1)に Cation Exchange Buffer-Load をサンプル液量の 10 倍量加えます。 

付記：サンプル溶液に揮発性バッファをご使用いただいている場合 ＇例：キットに含まれる Dessolution 

Buffer（、液量を 30μL 以下に濃縮した後 1mL の Cation Exchange Buffer-Load を加えることもできます。 

(3) Vortex で混合し、遠心機にかけます。 

(4) pH 試験紙で pH を確認します。 

もし pH が 2.5～3.3 の間にない場合は更に Cation Exchange Buffer-Load を加えて調整します。 

 (5) カラム出口にチューブを置き、希釈したサンプルをゆっくり陽イオン交換カラムに流します。 

   流速は～1 滴/秒です。カラムを通したバッファは 1 本のチューブに全て集めます。 

 (6) 1mL の Cation Exchange Buffer-Load で洗浄します。これにより TCEP, SDS, 塩化カルシウム,過剰分の iTRAQ 

試薬がカラムから洗い出されます。カラムを通したバッファは(5)と同じチューブに集めます。 

注：(6)のカラム溶出液＇flow-through（は、最後まで保存しておきます。もし最終サンプルを測定した際 

サンプルのピークが認められない場合は、flow-through をカラムに再吸着させます。 

 

(7) カラム出口に別の 1.5mL チューブを置き、ペプチドの溶出のため 500μL の Cation Exchange Buffer-elute を 

ゆっくり陽イオン交換カラムに流します。流速は～1 滴/秒です。カラムを通したバッファは 1 本のチューブに全て 

集めます。 

ニードルポート

アダプター 

カートリッジホル

ダー 

＆カートレッジ 

1/16-inch O.D.PEEK 

アウトレット PEEK 

シリンジニード

ル 

ニードルアウトレット

アダプター 
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分画を行う場合の Elute buffer 1-6 の調製 

以下に示す容量で、CEX バッファーパック内の Load と Elution buffer を混合し、Elute buffer 1-6 を作成する。 

 

 
 

）サンプル回収用に下図に示すチューブをご用意ください。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

⑤の CEX カラムを組み立て、以下のワークフローを則りサンプルを段階的に溶出させます。Elute の際に分画される場合は、

＇（をご参照ください。 

 

Flow through の回収：  

サンプル液量+1mL 

以上の容量のチューブ 

Sample の回収： 

1.5ｍL エッペン型 

チューブ 

 

＜必要な試薬＞ 
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カラムの洗浄と保存 

(1) Trypsin を洗浄するため、Cation Exchange Buffer-Clean を 1mL 流します。流速は、2～3 滴/秒です。 

カラムを通したバッファは捨てます。 

(2) もし次のサンプルを続けて陽イオン交換カラムで精製する場合は、ここからカラムの準備 (5)に戻ります。 

精製を続けない場合は 2mL の Cation Exchange Buffer-Storage を流します。 

(3) カラムをホルダーから取り出し、両端にキャップをします。 

(4) カラムの使用回数を記録しておきます。 

(5) カラムを 2～8℃に保存します。 

(6) ニードルポートアダプター、ニードルアウトレットアダプター、およびシリンジを Milli-Q® water で洗浄します。 

かけます。 

 

 

） ： 弊社 CEX バッファーパックを用いた精製は、精製方法の一例です。 

尐量の精製には ZipTip®を使用することも可能です。 

また複雑なサンプルは、High resolution カラムと HPLC を用いて複数の分画に分けることもできます。 

 

 

有機溶媒の除去 

(1) Sample Elute(6fraction 分)を Speed Vac により 100uL 程度にまで濃縮する＇Buffer に含まれるアセトニトリルの除去（ 

(2) Total で約 1.5mL となるよう 0.1% ギ酸を加えます 

 

 

脱塩処理 

(1) Sep-Pak(Waters: Sep-Pak Light C18)の再生と平衡化します 

(2) サンプルを送液し、Sep-Pak にタンパク質を吸着させます 

(3) 洗浄液(0.1% ギ酸)を 1.5mL 送液し、Sep-Pak を洗浄します 

(4) 溶出液(70% ACN, 0.1% ギ酸)を 1.5mL 送液し、溶出画分を回収します 

 

 

有機溶媒の除去 

(1) 脱塩したサンプルを＇Sep-Pak の溶出画分したサンプル（を Speed Vac により濃縮・乾固します 

(2) 0.1%ギ酸水を用いて 50uL 程度になるようにサンプル調製します 

(3) 目安として 1－5uL 程度を LC-MS にインジェクションします。(MS のスペクトル、TIC を確認して 2 回目以降の分析の 

インジェクション量を調節してください。) 
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Appendix-A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

注（ ご使用の際は、必ずテストを行ってから実際のサンプルを調製してください。 

 

キットに含まれる試薬の代替となる物質 

N’

‘ 

‘ ‘ ‘

’’ 
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Appendix-B 

 

 

 

 

 

 

 

Six-Protein Mix.の内訳 
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Appendix-C 
 

タンパク質の抽出 

プロコトールの一例： 

抽出液を調製する 

1. 抽出液を調製する 

2. 破砕した組織に対し、10-20 倍量(weight/volumne)の抽出液を加える 

3. サンプルをホモジネートする 

4. サンプル溶液を 10,000 x g、30min 4℃で遠心し、上清を回収する 

 

＜必要な試薬＞ 

サンプル抽出液＇一例（ 

Urea8M 又は NP-40 0.1%/TEAB(Triethylammonium bicarbonate)500mM 

又は 

タンパク質抽出キット(T-PER Tissue Protein Extraction Reagent(PIERCE))、 

MPEX PTS Reagents などなど、各キットの説明書を参考に調製してください（ 

必要に応じて Protein inhibitor を添加してください。 

 

 
アセトン沈殿 

 

重要：トリプシン消化後にアセトン沈殿を行わないで下さい！ 

 

 

 

アセトンは可燃性の液体および蒸気です。アセトンの暴露は眼、皮膚、上気道炎症の原因となります。 

長期間または繰り返しの接触は皮膚の乾燥の原因となります。更にアセトンの暴露は中枢神経系の抑制の原因になります。

熱源、火花、炎から遠ざけて保管してください。MSDS を読み、取扱説明書に従ってご使用ください。 

適切な保護眼鏡、保護手袋、保護着を装着してご使用ください。 

 

アセトン沈殿によるサンプルの精製 

 

1. アセトンは-20℃に、サンプルはサンプルチューブに入れ 4℃で冷却します。 

2. 冷やしたサンプルチューブに、サンプル溶液量の 6 倍容量の冷アセトンを加えます。 

3. サンプルチューブを 3 回上下反転させます。 

4. 沈殿ができるまで-20℃でインキュベートします＇30 分から一晩（。 

5. 遠心機にかけた後、アセトンを静かに除きます。乾燥させないで下さい。 

6. 沈殿したペレットをサンプルとして使用します。 
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タンパク質定量 

プロコトールの一例： 

1. サンプルの一部を取り、MilliQ 水のより TEAB の濃度を 5mM まで希釈 

2. ProteinAssay用キット(Pierce BCA Protein Assay Kitなど（を用いてタンパク質定量を行う。詳しくは各キットの説明書を参

照ください。 

 ・BCA によりタンパク質定量をする場合は、562nm の吸収波長を測定する分光光度計が必要です                                                                                                          

 ・検量線用標準溶液の希釈しはサンプル溶液と同じ組成＇5mM TEAB（を使用してください 

3. タンパク定量の結果から、Buffer 置換したサンプル溶液の一部を 100ug/20uL containing 500mM TEAB(in 可溶化試薬)

の濃度に調製 

  ・タンパク質量が 100ug に満たない場合は、比較したいサンプル総重量が同じになるように調製する＇iTRAQ ラベル化サン

プルの場合、各サンプル 5-100ug のタンパク質量が必要（ 

 

＜必要な試薬＞ 

1M TEAB 

BCA Protein Assay Kit など 

Protein Assay Kit の種類によって、使用が困難な試薬類＇Buffer や界面活性剤（がありますので、各キットの説明書をご参照

ください 

 

実験における注意事項 

1. 手袋をつける 

2. 試薬は室温に戻してから開封する 

3. チューブに入っている場合には、必ずスピンさせて内容物を下に集めてから開封する 

4. 実験ノートをつける→試薬等の計算履歴、ロット、サンプル前処理履歴を終えるようにする 

5. ラベル前になからずタンパク質定量を行う。定量時に使用する検量線は Buffer 組成のもので作成すえう 

6. iTRAQ 試薬のラベル化するサンプル量＇5-100ug（を用いる＇適切でない量でのラベル化は、反応効率を悪くし、定量的

な評価を行うことができません 

7. 各プロセスの pH や温度を確認する 

 

 

Six-Protein Mixture はアレルギー反応の原因となります。粉末や蒸気を吸い込むこと、目や皮膚に接触することを 

避けます。MSDS を読み、取扱説明書に従ってご使用ください。適切な保護眼鏡、保護手袋、保護着を装着して 

ご使用ください。 

 

iTRAQ ラベルされたコントロールサンプルの分析の成功により、お客様のサンプル調製プロトコールが Trypsin 消化と 

iTRAQ 試薬ラベル反応を妨げないことをご確認いただけます。 
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研究用にのみ使用できます。診断目的およびその手続き上での使用は出来ません。 

For Research Use Only.  Not for use in diagnostic procedures. 

The trademarks mentioned herein are the property of AB Sciex Pte. Ltd. or their respective owners.    

AB SCIEX™ is being used under license. 
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