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C:  1 M DTT 
(771 mg + 5 mLの水）
(0.5 mLずつで小分けして冷凍OK)

D:  1 M NH4HCO3
(3.95 g + 50 mLの水）
(用時調製)

E:  EDTA・2Na ＋ D ＋ 水

銀染脱色ストック液
① 30 mM フェリシアン化カリウム

② 100 mM チオ硫酸ナトリウム

銀染脱色液
①と②を1 : 1 で混ぜた液

CBB脱色液

0.5 mL 6.5 mL 3 mL
D ＋ 水 ＋ アセトニトリル

市販のMS用銀染を使った場合、梱
包の脱色液、方法を使用してください。

還元液
E ＋ C

10 L

アルキル化液
E ＋ 水 ＋ ヨードアセトアミド

7.4 mg10 L

990 L

990 L

洗浄液
D ＋ 水

500 L 9.5 mL

抽出液
TFA ＋ 水 ＋ アセトニトリル
1 L 500 L 500 L

7.4 mg 100 L    1880 L  
(用時調製)

(494 mg/50mL)

(791 mg/50mL)

監修
先端物質科学研究科
中の 三弥⼦ 准教授

MS用トリプシン 20 g (1 vial)
50 mM酢酸（付属の）50 L

20 g / 50 L
冷凍庫で保存（捨てても良い）

2 L (trypsine 0.8 g)
50 mM NH4HCO3 78 L

0.8 g / 80 L

5 L (trypsin 0.05 g)

トリプシン溶液の調
製はサンプルのタン
パク質量に依存。

トリプシン溶液

【脱色】 銀染脱色液 100 L

脱色液を吸い捨てる

20分間振とう

【脱水】 アセトニトリル 100 L

１0分間振とう

MS用銀染色剤で染色され
切り抜かれたバンド

アセトニトリルを吸い捨てる。
【還元】

還元液 100 L

65 oC, 60 min

ある程度室温まで戻し、液を吸い捨てる。

アルキル化液 100 L 

RT, 30 min, at the dark

液を吸い捨てる。

【アルキル化】

1～2 mm角の
サイコロ状に切る

水 300 L

１0分間振とう

黄色がゲルから抜けている
かを確認すれば液をすてる

CBB脱色液 100 L

ゲルの色が完全に
消えているのを確認

CBBで染色され
切り抜かれたバンド

Repeat 
2～3 times

20分間振とう

脱色液を吸い捨てる

1～2 mm角の
サイコロ状に切る

脱色、脱水、還
元、アルキル化、
洗浄、抽出の液
量はゲルの量に
よって変えること。
今回は全て100 
uLと表示した。

洗浄液 100 L

10分間振とう
Repeat 
2 times

液を吸い捨てる。

【洗浄】

①
1 L 900 L 100 L②

アセトニトリル 100 L  

10分間振とう

【脱水】

液を吸い捨てる。

トリプシン溶液
（ゲルの上がかぶるくらいの量）

37 oC, overnight

抽出液①100 L  

10分間超音波

液を回収

ゲル片は捨てる

液を回収

Speed Vac

染み込むのを確認

50 mM NH4HCO3
（足りない時のみ加える）

合わせた液

ゲル片

トリプシンはタ
ンパク質の
1/20～1/50量
を使用する。

ゲル片

抽出液②100 L  

10分間超音波

液を回収

【消化】

【回収】
【抽出】


