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血漿、血清、無細胞体液からのウィルス RNAおよび
DNAの同時精製
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プロトコール：血漿および血清からのウィルス核酸
精製
これは、QIAamp MinElute Virus Spin Kitおよびマイクロ遠心機を用いて、200 µlの
血漿あるいは血清からのウイルス核酸を分離するためのプロトコールです。 
QIAcube ™を用いた QIAamp MinElute Virus Spin Kitの自動化には、QIAcube User 
Manual（英語版）および関連する protocol sheetをご覧ください。

実験を始める前の重要事項

■■ 全ての遠心操作は室温（15～ 25℃）で行ないます。

実験開始前の準備事項

■■ サンプルを室温（15～ 25℃）に戻します。

■■ ステップ 14の溶出で使用する Buffer AVEを室温に戻します。

■■ ステップ 4および 13で使用するヒートブロックを 56℃に設定します。

■■ Buffer AW1、Buffer AW2およびQIAGEN Proteaseを英語版 Handbook 15～
18ページの指示に従い調製します。

■■ 英語版 Handbook 16ページの説明に従って Buffer AVEで溶解調製したキャリア
RNAを Buffer ALに添加します。

操作手順

1.  25 µlの QIAGEN Proteaseを 1.5 mlのマイクロ遠心チューブ（別売）にピペット
で入れる。

注：QIAGEN Proteaseを溶解する場合には 2つのバッファーがあります。通常
の血漿・血清、リン酸を含むサンプルの場合は Buffer AVEを推奨します。リン
酸を含まないサンプルの場合のみ、Protease Resuspension Bufferを使用してく
ださい。詳細は英語版 Handbook 15～ 16ページの“Preparation of QIAGEN 
Protease”をご覧ください。

2.  マイクロ遠心チューブに 200 µlの血漿あるいは血清を加える。

サンプル容量が 200 µlより少ない場合には、0.9％の塩化ナトリウム溶液を 
適量加えて、プロテアーゼとサンプルのトータル量が 225 µlになるようにし
ます。

3.  200 µlの Buffer AL（28 µg/mlのキャリア RNAを含む）を加える。蓋を閉めて、
ボルテックスで 15秒間混和する。

効率的な溶解を確実に行なうためには、サンプルと Buffer ALを完全に混和し、
均一な溶液にすることが必須です。

注：QIAGEN Proteaseを Buffer ALに直接添加しないでください。
4.  ヒートブロック（56℃）で 15分間インキュベートする。
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5.  1.5 mlチューブをスピンダウンして蓋の内側に付いた液滴を回収する。

6.  250 µlのエタノール（96～ 100％）をサンプルに加え、蓋を閉め、ボルテッ
クスで 15秒間完全に混和する。エタノールを加えたライセートを室温（15～
25℃）で 5分間インキュベートする。

注：室温が 25℃を超える場合には、ライセートに添加する前にエタノールを
氷上で冷やしてください。

7.  1.5 mlチューブをスピンダウンして蓋の内側に付いた液滴を回収する。

8.  ステップ 7のライセート全量を QIAamp MinElute Columnの縁を濡らさないよ
うにアプライする。蓋を閉め、6,000 x g（8,000 rpm）で 1分間遠心操作する。
QIAamp MinElute Columnを新しい 2 mlコレクションチューブにセットして、
ろ液を含むコレクションチューブを捨てる。

遠心操作の後、ライセートが完全にカラムを通過していない場合には、QIAamp 
MinElute Columnが空になるまでさらに高速で再度遠心操作する。

9.  推奨：QIAamp MinElute Columnを静かに開き、カラムの縁を濡らさないように
500 µlの Buffer AW1を添加する。蓋を閉め、6,000 x g（8,000 rpm）で 1分
間遠心操作する。QIAamp MinElute Columnを新しい 2 mlコレクションチュー
ブにセットして、ろ液を含むコレクションチューブを捨てる。

注：本ステップは、阻害物質を含むサンプルを処理する際に、ウイルス核酸精
製の性能を高めます。

10.  QIAamp MinElute Columnを静かに開き、カラムの縁を濡らさないように 500 µl
の Buffer AW2を添加する。蓋を閉め、6,000 x g（8,000 rpm）で 1分間遠心
操作する。QIAamp MinElute Columnを新しい 2 mlコレクションチューブにセッ
トして、ろ液を含むコレクションチューブを捨てる。

11.  QIAamp MinElute Columnを静かに開き、カラムの縁を濡らさないように 500 µl
のエタノール（96～ 100％）を添加する。蓋を閉め、6,000 x g（8,000 rpm）
で 1分間遠心操作する。ろ液の入ったコレクションチューブを捨てる。

エタノールのキャリーオーバーがダウンストリームのアプリケーションで問
題になることがあります。ある種の遠心ローターは減速の際に振動するため、
エタノールを含むろ液が QIAamp MinElute Columnに接触することがありま
す。また、QIAamp MinElute Columnとコレクションチューブをローターから
取り除く際に、ろ液がQIAamp MinElute Columnと接触することもあります。

12.  QIAamp MinElute Columnを新しい 2 mlコレクションチューブにセットする。
最高速度（20,000 x g；14,000 rpm）で 3分間遠心操作してメンブレンを完全
に乾燥させる。

13.  推奨：QIAamp MinElute Columnを新しい 2 mlコレクションチューブにセット
し、蓋を開き、56℃で 3分間インキュベートしてメンブレンを完全に乾燥する。

このステップにより残っている液体が蒸発します。
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14.  QIAamp MinElute Columnを新しい 1.5 mlマイクロ遠心チューブ（別売）にセッ
トし、ろ液を含むコレクションチューブを捨てる。QIAamp MinElute Column
の蓋を静かに開けて、20～ 150 µlの Buffer AVEあるいは RNaseフリー水をメ
ンブレンの中央にアプライする。蓋を閉め、室温で 1分間インキュベートする。
最高速度（20,000 x g；14,000 rpm）で 1分間遠心操作する。

重要：溶出バッファーを室温に戻したことを確認します。少量で溶出を行なう
場合は（50 µl以下）、溶出バッファーをメンブレンの中央にアプライし、カラ
ムに結合した RNAおよび DNAが完全に溶出されるようにします。
溶出バッファーの量はダウンストリームのアプリケーションでの必要性に応じ
て調節可能です。再回収される溶出液量は、カラムにアプライした溶出バッ
ファーよりも約 5 µl少なくなります。Buffer AVEあるいは水をアプライした
QIAamp MinElute Columnを遠心操作の前に 5分間室温でインキュベートする
と、一般には DNAと RNA収量は増加します。
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トラブルシューティング
コメント

溶出液中に核酸がほとんどあるいは全くない

a）  キャリア RNAを Buffer  
ALに添加していない

Buffer AVEでキャリア RNAを調製後、Buffer ALに混
和する（英語版 Handbook 16ページ）。新しいサン
プルで再度調製を行なう。

b）  キャリア RNAが分解 Buffer AVEで溶解したキャリア RNAを –20℃で保存
しなかった、あるいは凍結・解凍サイクルを繰り返
した。あるいは Buffer AL・キャリア RNA混和物を 2
～ 8℃で 48時間以上保存した。Buffer AVEに溶解し
たキャリア RNAの新しいチューブを準備し、Buffer 
ALと混和する。新しいサンプルで再度調製を行なう。

c）  Buffer AL・キャリア 
RNA混合物の混和が 
不十分

Buffer ALとキャリア RNAの入ったチューブを少なく
とも 10回静かに上下に転倒させて混和する。

d）  96～ 100％エタノー 
ルではなく低濃度の 
ものを使用

新しいサンプルと 96～ 100％エタノールで精製操
作をやり直す。メタノールやメチルエチルケトンの
ような物質を含んだ変性アルコールは使用しない。

e）  RNAが分解 スタートサンプルの RNAが分解されていないか
チェックする。スタートサンプル（血漿、血清、体液）
中の RNaseにより RNAが分解されることがある。採
集直後のサンプル、あるいは冷凍／冷蔵保存したサ
ンプルをすぐに調製したことを確認する。バッファー
あるいは水中に RNaseコンタミがないことをチェッ
クし、操作中に RNaseが作用していないことを確認
する。Buffer AVEかRNaseフリー水を溶出に使用する。

f）  Buffer AVEに RNaseが
コンタミ

Buffer AVEの入ったチューブを繰り返し使用する場
合、RNaseのコンタミに注意する。RNaseがコンタ
ミした場合には、Buffer AVEの瓶を新しいものに換え
る。新しいサンプルで再度調製を行なう。

g）  Buffer AW1あるいは 
Buffer AW2の調製が 
不正確

Buffer AW1および AW2濃縮液を 96～ 100％のエ
タノールで正確に希釈したことを確認する。新しい
サンプルで再度調製を行なう。
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  コメント

h）  Buffer AW1あるいは 
Buffer AW2を低濃度 
エタノールで調製

Buffer AW1あるいは AW2濃縮液を 96～ 100％エ
タノールで希釈したことを確認する。メタノールや
メチルエチルケトンのような物質を含んだ変性アル
コールは使用しない。新しいサンプルで再度調製を
行なう。

i）  Protease Resuspension  
Bufferを不適切な 
スタートサンプルと 
一緒にした

Protease Resuspension Bufferは、リン酸を含むサンプ
ルやインターナルコントロール（ウイルス輸送液、細
胞培養上清、PBS）と一緒にしない。サンプルやイン
ターナルコントロールがリン酸を含む場合、QIAGEN 
Proteaseを Buffer AVEで溶解することを推奨する。英
語版 Handbook 15 ～ 16 ページの“Preparation of 
QIAGEN Protease”を参照）。

RNA/DNAを用いたダウンストリームの酵素反応で、良い結果が得られない

a）  溶出液に核酸が 
少ない、あるいは 
全くない

“溶出液中に核酸が少ないあるいは全くない”の項で
原因を調べる。可能なら反応液に添加する溶出液量
を増やす。

b）  サンプルの凍結と 
解凍を 2回以上 
行なわない

凍結／解凍を繰り返さない（英語版 Handbook 15
ページ参照）。新鮮なあるいは 1回だけ解凍したサン
プルを常に使用する。

c）  サンプル中のウィルス 
濃度が低い

サンプルを長期間、室温で放置した。新しいサンプル
で再度調製を行なう。

d）  Buffer AL中での 
サンプル溶解が不十分

QIAGEN Proteaseを長時間、高温度で使用した。新
しいサンプルと新しいQIAGEN Proteaseで精製操作
をやり直す。

e）  溶出液中のキャリア 
RNAが多すぎるか 
少なすぎる

増幅反応に最適なキャリア RNAの最大量を決める。
それに従って、添加するキャリア RNAの濃度を調
節する（英語版 Handbook 16ページの“Addition of 
carrier RNA to Buffer AL”を参照）。

f）  感度が低下 増幅反応に適した溶出液の最大量を決める。それに
従って、増幅反応に加える溶出液量を増やすか減ら
す。溶出液量は比例して調節する。
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  コメント

g）  ダウンストリーム・ 
アッセイでの精製核酸 
のパフォーマンスが、 
洗浄バッファーの調製 
後の経過日数とともに 
変動

 洗浄用 Buffer AW1あるいは Buffer AW2の塩分およ
びエタノール成分が、次の実験まで長期間放置され
たために分離した。各調製前に、バッファーを完全
に混和する。

h）  逆転写酵素と Taq DNA 
ポリメラーゼの組み合
わせを変更して使用

酵素を変更した場合には、Buffer ALに添加するキャ
リア RNAと溶出液の量を再調整することが必要。

一般的な操作

a）  QIAamp MinElute 
Columnの目詰まり

凍結／解凍を繰り返したことにより、血漿中の寒冷沈
降物が生じることがある。これは、QIAamp MinElute 
Columnをブロックする。血漿の凍結／解凍を 1回以
上繰り返さない。

寒冷沈降物が生じた場合には、サンプル調製を始める
前に英語版 Handbook 15ページの“Sample storage”
に記述されているように、遠心操作によりサンプル
を清澄化する。

b）  溶出量が変動 異なるタイプのサンプルを処理した場合、溶出量が
変動するのは正常。
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