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Before use, thoroughly read these Instructions. 
 

Intended Use 

The MEBCYTO
®

 Apoptosis Kit (Annexin V-FITC Kit) is intended for the detection 

of early stage of apoptotic cells in research samples. For Research Use Only. Not for 

use in diagnostic procedures. 

 

 

Summary and Explanation 

Apoptosis, a term that describes regulated cell death, is fundamental feature of many 

biological processes including normal development, homeostasis, and disease. Early 

during the process of apoptosis, cells lose their phospholipids membrane asymmetry 

and expose phosphatidylserine (PS) at the cell surface. This process can be monitored 

by using Annexin V which is a Ca
2+

 dependent, phospholipids-binding protein with 

high affinity for PS, and is useful for identifying apoptotic cells with exposed PS. 

Translocation of PS to the external cell surface is not unique to apoptosis, but occurs 

also during cell necrosis. The difference between these two forms of cell death is that 

during the initial stage of apoptosis the cell membrane remains intact, while at the very 

moment that necrosis occurs the cell membrane looses its integrity and becomes leaky. 

Therefore, necrotic cells easily stained with Propidium Iodide (PI) as well as Annexin V, 

where as Apoptotic cells stained only with Annexin V. 

The MEBCYTO
®

 Apoptosis Kit (Annexin V-FITC Kit) can identify cells in an earlier 

stage of apoptosis than assays based on DNA fragmentation. 

 

 

Principle 

When staining the cells with Annexin V-FITC and Propidium Iodide (PI), it can be used 

in a bivariate analysis to distinguish between cells undergoing apoptosis (PI negative) 

and those that are necrotic or dead (PI positive). 
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Materials provided 

Each kit contains: 

Name  Materials Quantity (for 1 kit) 

Annexin V-FITC FITC conjugated Annexin V (ready-for-use) 1.0 mL × 1 vial 

Propidium Iodide 

(PI) 

Propidium Iodide (PI) (100 µg/mL)  

(ready-for-use) 
0.5 mL × 1 vial 

Binding Buffer Binding buffer (ready-for-use) 50 mL × 1 bottle 

These reagents are sufficient for 100 tests. 

 

 

Storage and Stability 

All kit components must be stored at 2-8°C. All reagents are stable for 24 months after 

manufacturing when stored at the indicated conditions. 

 

 

Materials and equipment required 

・ Phosphate buffered saline (PBS) 

・ Adequate test tube 

・ Adjustable micropipette ・ Fluorescence activated cell sorter 

 

 

Precautions 

1. Annexin V-FITC contains sodium azide (0.09%) as preservative. Azide may react 

with copper or lead in plumbing system to form explosive metal azide. Therefore, 

always flush with plenty of water into a drain when disposing materials containing 

azide. 

2. Propidium Iodide (PI) is highly toxic. Handle with care. 

3. This kit is intended for research use only. Not for use in diagnostic procedures. 

 

 

Procedure 

 ♦ Preparation of Reagents 

All reagents are ready for use. 
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♦ Assay procedure 

Since apoptosis is a very rapid and dynamic process, we recommend that you perform 

analysis immediately after staining. 

STEP A. (Sample Staining) 

1) Induce apoptosis by desired method. 

2) Wash the cells (2.0 × 10
5
 cells) to be used for staining once with PBS. 

Note 

For adherent cells, trypsinize and gently wash cells once with serum-containing medium 

followed by wash once with PBS. 

3) Resuspend the cells in 85 µL of Binding Buffer. 

4) Add 10 µL of Annexin V-FITC and 5 µL of Propidium Iodide to 85 µL cell 

suspension prepared as given by STEP A.-3. 

5) Mix well and incubate at room temperature (20-25°C) for 15 minutes in the dark. 

 

STEP B. (Analyzing the stained cells by Flow Cytometry) 

1) After incubation (STEP A.-5), add 400 µL of Binding Buffer. 

2) Measure the cell sample by Flow Cytometry using a single laser emitting excitation 

light at 488 nm. 

Note 

The signal generated by Annexin V-FITC can be detected in the FITC signal detector (usually 

FL1). The signal generated by Propidium Iodide can be monitored by the detector for 

phycoerythrin emissions (usually FL2 or FL3). In case the multicolor assay, careful callibration 

of the flow cytometer is needed to compensate for the overlapping emission. 

 

♦ Example of assay result 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1 Example of assay result 

A: Viable Jurkat cells (negative control). 

B: Flow Cytometry analysis of the Jurkat cells induced apoptosis by anti-Fas antibody 

(MBL; code no. SY-001). 
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Related products 

4690 APOPCYTO Annexin V-Azami-Green Apoptosis Detection Kit 

8441 MEBSTAIN Apoptosis TUNEL Kit II 

8445 MEBSTAIN Apoptosis TUNEL Kit Direct 

SY-001 anti-human Fas (CD95) (CH-11) 
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はじめにはじめにはじめにはじめに 

MEBCYTO
®
 Apoptosis Kit（（（（Annexin V-FITC Kit））））は、FITC標識 Annexin Vとヨウ化プロピジウム（Propidium Iodide: PI）を組み合わせ、フローサイトメトリー法により、早期の

Apoptosisを検出するキットです。 

Apoptosisの特徴のひとつに、細胞膜の構造変化があります。Apoptosisの早期には、細胞膜のリン脂質の非対称性が失われます。フォスファチジルセリン（PS）は、細胞膜を構成するリン脂質の一種で、通常は細胞膜内層に存在していますが、Apoptosis が誘導されると膜の構造は保ったままで細胞膜外に転移します。Annexin Vは PSに高い親和性を持つ蛋白質で、カルシウムイオン存在下で、Apoptosisが誘導されて細胞膜外に露出した PSと結合します。 

FITC標識 Annexin Vと PIを用いた場合、Apoptosisが起こった細胞では、Annexin Vの結合は観察されますが、細胞膜は保たれているため、PIと DNAは結合しません。一方、Necrosis及び後期の Apoptosisの場合には、細胞膜の構造が崩壊するため、Annexin Vと PIの両方の結合が観察されることから、早期の Apoptosisを検出できます。 

 

 

測定原理測定原理測定原理測定原理 

MEBCYTO
®

 Apoptosis Kit（Annexin V-FITC Kit）は、FITC標識 Annexin Vとヨウ化プロピジウム（Propidium Iodide: PI）を組み合わせ、フローサイトメトリー法を用いて、早期の
Apoptosisを検出するキットです。 

 

 

キットキットキットキット構成構成構成構成 （100 tests） 

Name  Materials Quantity (for 1 kit) 

Annexin V-FITC FITC conjugated Annexin V (ready-for-use) 1.0 mL × 1 vial 

Propidium Iodide 

(PI) 

Propidium Iodide (PI) (100 µg/mL)  

(ready-for-use) 
0.5 mL × 1 vial 

Binding Buffer Binding buffer (ready-for-use) 50 mL × 1 bottle 

 

 

保存保存保存保存 

2-8
o
Cにて保存してください。 

 

 

有効期間有効期間有効期間有効期間 製造後 24か月    

 

 

 



 

CODE No. 4700 

 -6- 

準備準備準備準備するものするものするものするもの ・ リン酸緩衝生理食塩水（PBS） ・ 適当な試験管 ・ マイクロピペット ・ フローサイトメーター 

 

操作上操作上操作上操作上のののの留意点留意点留意点留意点 

1. 本試薬の構成品のうち、Annexin V-FITC には 0.09%アジ化ナトリウム（NaN3）を添加してあります。濃度は 0.09％ですので毒物には該当しませんが、誤って目や口に入ったり、皮膚に付着した場合は水で十分に洗い流すなどの応急処置を行い、必要があれば、医師の手当てを受けて下さい。また、アジ化ナトリウムは、配管中で爆発性のアジ化銅やアジ化鉛を形成することが報告されています。これらの物質の形成を防ぐため、アジ化ナトリウムを含んだ廃液は十分量の水で洗い流して下さい。 

2. 本キットには構成品として Propiduim Iodide（（（（PI））））が含まれています。使用の際には十分注意して取り扱って下さい。 

3. 本試薬は研究用試薬です。ヒトの体内に用いたり、診断の目的に使用しないで下さい。 
 

 

操作法操作法操作法操作法 

♦ 試薬試薬試薬試薬のののの調製調製調製調製 試薬試薬試薬試薬はすべてはすべてはすべてはすべて、、、、そのままごそのままごそのままごそのままご使用使用使用使用くださいくださいくださいください。。。。 

 

♦ 測定測定測定測定のののの手順手順手順手順 

Apoptosis の過程は非常に速く進行しますので、染色後、すぐにフローサイトメーターによる測定を実施されることをお勧めします。 

STEP A. ＜＜＜＜細胞染色細胞染色細胞染色細胞染色＞＞＞＞ 

1) 細胞にアポトーシスを誘導させ、サンプルとします。 

2) 細胞（2.0 × 10
5
 cells）を PBSで１回洗浄します｡ ＊ 接着系の細胞の場合には、トリプシン処理をおこなった後、培養液で 1回洗浄し、さらに

PBSで 1回洗浄します。 

3) 細胞に、Binding Bufferを 85 µL加え、懸濁します。 

4) STEP A.-3で準備した細胞懸濁液に、10 µLの Annexin V-FITCと、5 µLの Propidium 

Iodide（（（（PI））））を加え、よく混合します。 

5) 暗所、室温（20-25
o
C）で 15分間反応させます。 

 

STEP B. ＜＜＜＜フローサイトメトリフローサイトメトリフローサイトメトリフローサイトメトリーーーー法法法法によるによるによるによる測定測定測定測定＞＞＞＞ 

1) 反応後、400 µLの Binding Bufferを加えて懸濁します。 

2) フローサイトメーターを用いて測定します。 ＊大抵の場合、Annexin V-FITCのシグナルは FL1で、PIのシグナルは FL2あるいは FL3で検出します。マルチカラーアッセイをおこなう場合は、コンペンセーションが必要になります。 
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♦ 測定例測定例測定例測定例 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

関連製品関連製品関連製品関連製品 

4690 APOPCYTO Annexin V-Azami-Green Apoptosis Detection Kit 

8441 MEBSTAIN Apoptosis TUNEL Kit II 

8445 MEBSTAIN Apoptosis TUNEL Kit Direct 

SY-001 anti-human Fas (CD95) (CH-11) 
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Fig. 1 Example of assay result 

A: Viable Jurkat cells (negative control). 

B: Flow Cytometry analysis of the Jurkat cells induced apoptosis by anti-Fas antibody (MBL; 

code no. SY-001). 
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製造元製造元製造元製造元 
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