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プロトコール：動物細胞からのゲノムDNAとトータル
RNAの同時分離精製
スタート・サンプル量の正確な測定

最適なRNAの収量および純度を得るためには、正しいスタートサンプル量を使用す
ることが重要です。一般的には、使用できる最低量は細胞100個ですが、最大使用
量は以下の項目により、変動します：

■ 細胞の種類によるRNA含有量

■ AllPrep DNAスピンカラムのDNA結合容量

■ RNeasyスピンカラムのRNA結合容量（100 µg RNA）

■ 効率的な溶解に必要なBuffer RLT Plus容量（使用できるBuffer RLT Plusの最大容
量の限界は細胞数1 x 107個までである）

RNA含有量は細胞の種類により大きく変動します。スタートサンプルの最大量をい
かに決定するかを以下に実例をあげて説明します：

■ COS細胞は高含有量の RNAを有しています（106個の細胞当たり約35 µgの
RNA）。RNeasyスピンカラムのRNA結合容量を超えてしまうため、3 x 106個
以上の細胞を使用しないでください。

■ HeLa細胞は平均的なRNA量を有しています（106 個の細胞当たり約15 µgの
RNA）。RNeasyスピンカラムのRNA結合容量を超えてしまうため、7 x 106個
以上の細胞を使用しないでください。

■ NIH/3T3細胞のRNA含有量は低く（106個の細胞当たり約10 µgのRNA）、ス
タートサンプル量として最高1 x 107個の細胞を使用できます。

処理する細胞がTable 2（英語版Handbook 14ページ）に掲載されていない場合や、
RNA含有量に関する情報がない場合には、3～4 x 106個以下の細胞で実験を開始す
ることを推奨します。精製したRNAの収量および純度により、次回の調製で細胞数
を増加することも可能です。

RNAと共にDNAが精製される原因となるため、AllPrep DNAスピンカラムにオーバー
ロードしないでください。RNAの収量および純度が顕著に低下するため、RNeasyス
ピンカラムをオーバーロードしないでください。

Table 3（英語版Handbook 15ページ）に様々な細胞培養容器中のHeLa細胞の数を
掲載していますので参考にしてください。
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実験を始める前の重要事項

■ AllPrep DNA/RNA Mini Kitを初めて使う際には、“Important Notes”（英語版
Handbook 12ページ）をお読みください。

■ 初めてRNAを調製する場合にはAppendix A（英語版Handbook 38ページ）を
お読みください。

■ 細胞ペレットは次回使用するまで–70℃で保存することも、直ぐに直接調製す
ることもできます。凍結する前に細胞数を測定します。凍結した細胞ペレット
は少し融解させ、ステップ2でチューブを指で弾いて細胞塊を溶かします。ス
テップ3でホモジナイズした細胞ライセートは数カ月間–70℃で保存できます。
凍結したライセートが完全に融解し、塩類が溶解するまで37℃の水浴中でイン
キュベートします。RNAが分解する可能性があるため、長時間のインキュベー
トは避けてください。不溶性物質が確認される場合には、3000～5000 x gで
5分間遠心します。上清を新しいRNaseフリーのガラス、あるいはポリプロピ
レンのチューブに移し、ステップ4を続いて行ないます。

■ 使用前にβ-メルカプトエタノール（β-ME）をBuffer RLT Plusに添加しなければな
りません（1 ml Buffer RLT Plus当たり10 µl β-ME）。適切な保護着を着用の上、ド
ラフト内で調製してください。β-MEを添加した後、Buffer RLT Plusは室温（15
～25℃）で1ヶ月間安定です。

■ Buffer RPE、Buffer AW1、Buffer AW2は濃縮液としてお届けします。最初に使
用する前に、ボトルに記載されている様に適切な量のエタノール（96～
100％）を加えて、ワーキング溶液を調製します。

■ 保存中にBuffer RLT Plusは沈殿物を形成することがあります。必要な場合には、
温めて再び溶解した後、室温にして使用します。

■ Buffer RLT Plus、Buffer RW1、Buffer AW1はグアニジン塩を含んでいるため、漂
白剤を含む消毒薬と一緒に使用しないでください。Safety informationに関して
は英語版Handbook 6ページを参照ください。

■ この実験の全てのステップは室温で行なってください。実験中は迅速に作業し
てください。

■ 全ての遠心ステップは標準的なマイクロ遠心機を用いて20～25℃で行なって
ください。遠心機が20℃以下に冷却されていないことを確認します。
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操作手順

サンプルの破砕およびホモジナイゼーション

1. ステップ1aあるいは1bに従って細胞を収集する。

1a. 浮遊細胞（細胞は1 x 107個以上使用しない）：

細胞数を数え、使用量を決定する。適切な細胞数を遠心チューブ（非付属品）
中で300 x gで5 分間遠心操作を行なう。上清を注意深く完全に吸引除去して
からステップ2に進む。

注：細胞培養液を完全に除去しないと、細胞溶解が阻害されたりライセートが
希釈され、核酸精製の条件が変化し、その結果、核酸の品質や収量が低下し
ます。

1b. 付着細胞（細胞は1 x 107個以上使用しない）：

付着細胞は培養容器（直径10 cmまで）中で直接溶解するか、あるいはトリプ
シン処理を行ない、細胞ペレットとして回収後溶解することができる。細胞培
養フラスコの付着細胞は必ずトリプシン処理を行なう。

培養ディッシュでの直接細胞溶解：

細胞数を数え、使用量を決定する。細胞培養液を完全に吸引してプロトコール
のステップ2に続く。

注：細胞培養液を完全に除去しないと、細胞溶解が阻害されたりライセートが
希釈され、核酸精製の条件が変化し、その結果、核酸の品質や収量が低下し
ます。

細胞のトリプシン処理および細胞の回収：

細胞数を数え、使用量を決定する。培養液を吸引除去し、PBSで細胞を洗浄。
PBSを吸引除去し、PBSに0.10 ～0.25％のトリプシンを加える。ディッシュあ
るいはフラスコから細胞を剥離後、培養液（トリプシンを不活性化するために
血清を含む）を添加し、細胞をRNaseフリーのガラスあるいはポリプロピレン
遠心チューブ（非付属品）に入れ300 x gで5分間遠心する。完全に上清を吸
引除去しプロトコールのステップ2に進む。

注：細胞培養液を完全に除去しないと、細胞溶解が阻害されたりライセートが
希釈され、核酸精製の条件が変化し、その結果、核酸の品質や収量が低下し
ます。

2. Buffer RLT Plusを添加して細胞を破砕する。

ペレット化した細胞はチューブを指で軽く叩いてルーズにし、適切な量の
Buffer RLT Plusを添加する（5ページ、表5参照）。ボルテックスあるいはピペッ
トで混合し、ステップ3に進む。

注：細胞ペレットが完全に懸濁されていないと効率的に溶解されず、収量が低
下します。使用前にBuffer RLT Plusにβ-MEを添加したかを確認します（“実験を
始める前の注意事項”を参照）。



AllPrep DNA/RNA Miniプロトコールとトラブルシューティング 10/2005 5

表5. 溶解した細胞ペレットに対するBuffer RLT Plus量

細胞ペレットの細胞数 Buffer RLT Plusの容量

<5 x 106 350 µl

5 x 106～1 x 107 600 µl

付着細胞を直接溶解するためには、適切な容量のBuffer RLT Plus（表6参照）を
ディッシュ内の細胞に添加する。細胞ライセートをゴム製のポリスマンで回収
し、マイクロ遠心チューブ（別売り）にピペットでライセートを入れる。ボル
テックスあるいはピペットで混合し、細胞塊がないことを確認してからステッ
プ3に進む。

注：使用前にBuffer RLT Plusにβ-MEを添加したかを確認します（“実験を始める
前の注意事項”を参照）。

表6. 細胞を直接溶解する際のBuffer RLT Plusの量

ディッシュの直径 Buffer RLT Plusの量*

<6 cm 350 µl

6～10 cm 600 µl

* 細胞数に関係なく、ディッシュの表面を完全に覆うために表示量を添加する。

3. 細胞ライセートをステップ3a、3bあるいは3cに従ってホモジナイズする。

ホモジナイゼ－ション法の詳細に関しては、英語版Handbook 16ページの
“Disruption and homogenization of starting material”を参照してください。1 x
105個以下の細胞を調製する場合には、細胞を1分間ボルテックスすればホモ
ジナイズできます。ホモジナイゼ－ション後にステップ4に進んでください。

注：不完全なホモジナイゼーションはRNA収量の著しい低下や、RNeasyスピ
ンカラムの目詰まりの原因になります。ローター／ステーター方式ホモジナイ
ザ－やQIAshredderを用いたホモジナイゼーションは、シリンジと針を使った
方法よりもRNAの収量が一般的に増加します。

3a. 2 mlのコレクションチューブにセットしたQIAshredderスピンカラムにライ
セートを直接ピペットで添加し、最高スピードで2分間遠心操作する。ステッ
プ4に進む。

3b. ローター／ステーター方式ホモジナイザーを用いてライセートを30秒間ホモ
ジナイズする。ステップ4に進む。

3c. ライセートをRNaseフリーのシリンジに取り付けた20-G（直径0.9mm）の注
射針中を少なくとも5回通す。ステップ4に進む。
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4. ホモジナイズしたライセートを2 mlのコレクションチューブ（付属品）にセッ
トした AllPrep DNAスピンカラムに入れる。蓋を静かに閉め、8000 x g
（10,000 rpm）以上で30秒間遠心する。

注：遠心操作後にカラムのメンブレン上に液体が残留していないことを確認し
ます。必要に応じて、すべての液体がメンブレンを通過するまで同様に遠心操
作を繰り返します。

5. AllPrep DNAスピンカラムを新しい2 mlのコレクションチューブ（付属品）に
セットし、室温（15～25℃）に放置、あるいはステップ14～17のDNA精製
を後で行なう場合は4℃で保存する。ステップ6～13のRNA精製にはろ過液
を使用する。

注：AllPrep DNAスピンカラムを長期間室温あるいは4℃で放置しないでくだ
さい。カラムを冷凍しないでください。

トータルRNA精製

6. ステップ5からのろ過液に同容量の70％エタノール（一般的には350 µlまたは
600 µl）を添加し、ピペットでよく混和する。遠心操作は行なわない。直ぐに
ステップ7に進む。

ホモジナイゼ－ションおよびAllPrep DNAスピンカラムへの結合ステップ中に
ライセート量が減少した場合には、その量に応じてエタノール量を調節してく
ださい。

注：ある種の細胞からのRNA調製では、エタノール添加後に沈殿物を生じる
ことがありますが、これは本調製法に影響はありません。

7. 最大700 µlのサンプル（形成した沈殿物を含む）を2 mlコレクションチューブ
（付属品）の中にセットしたRNeasyスピンカラムにアプライする。カラムの蓋
を静かに閉めて、8000 x g（10,000 rpm）以上で15秒間遠心操作する。ろ過
液を捨てる。*

ステップ8でコレクションチューブを再使用します。

サンプル量が700 µl以上の場合には、残りのサンプルを続けてRNeasyスピン
カラムにアプライし、上記の条件で遠心操作を行なってください。各遠心操作
の後、ろ過液を捨てます。*

8. 700 µlのBuffer RW1をRNeasyスピンカラムに添加する。カラムの蓋を静かに
閉め、スピンカラム洗浄のために8000 x g（10,000 rpm）以上で15秒間遠心
する。ろ過液を捨てる。*

ステップ9でコレクションチューブを再使用します。

注：遠心操作後、RNeasyスピンカカラムがろ過液と接触しないように、カラ
ムをコレクションチューブから注意深く取り除きます。コレクションチューブ
が完璧に空になっていることを確認します。

* Buffer RLT PlusやBuffer RW1を含んだろ過液は漂白剤と一緒にしないでください。Safety informationは英語
版Handbook 6 ページをご覧ください。
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9. RNeasyスピンカラムへBuffer RPE 500 µlを添加する。カラムの蓋を静かに閉め、
洗浄のために8000 x g（10,000 rpm）以上で15秒間遠心操作する。ろ過液を
捨てる。

ステップ10でコレクションチューブを再使用します。

注：Buffer RPEは濃縮液でお届けします。使用前にエタノールをBuffer RPEに添
加したかを確認します（“実験を始める前の注意事項”を参照）。

10. RNeasyスピンカラムに500 µlのBuffer RPE を添加する。カラムの蓋を静かに閉
め、RNeasyスピンカラム・メンブレンを乾燥するため、8000 x g（10,000
rpm）以上で2分間遠心操作する。

長時間の遠心操作でスピンカラム・メンブレンを乾燥することにより、RNA溶
出中にエタノールがキャリーオーバーしないようにします。残留エタノールは
ダウンストリーム反応を妨害する事があります。

注：遠心操作後、カラムがろ過液に触れて、その結果エタノールのキャリーオ
ーバーが起こらないように、コレクションチューブからRNeasyスピンカラム
を注意して取り除いてください。

11. オプション：RNeasyスピンカラムを新しい2 mlコレクションチューブ（付属
品）に移し、ろ過液の入った古いコレクションチューブを捨てる。最高スピー
ドで1分間遠心操作を行う。

ステップ10の後 RNeasyスピンカラムの外側にろ過液が残っている場合は
Buffer RPEのキャリーオーバーの可能性を排除するためにこのステップを行な
います。

12. RNeasyスピンカラムを新しい1.5 mlのコレクションチューブ（付属品）に移
す。RNaseフリー水30～50 µlを直接スピンカラム・メンブレンに添加する。
チューブを静かに閉め、8000 x g（10,000 rpm）以上で1分間遠心操作を行い、
RNAを溶出する。

13. 予想したRNA量が30 µg以上の場合には、新しいRNaseフリー水30～50 µlを
用いて、あるいはステップ12の溶出液を用いて（高濃度のRNAが必要な場合）
ステップ12を再度行なう。ステップ12のコレクションチューブに溶出する。

ステップ12の溶出液を用いた場合、RNA量は2度RNaseフリー水を用いて得
られる量より15～30％少なくなりますが、最終濃度は高くなります。
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ゲノムDNA精製

14. ステップ5からのAllPrep DNAスピンカラムに500 µl Buffer AW1を添加する。
カラムの蓋を静かに閉めて8000 x g（10,000 rpm）で15秒間遠心操作を行な
い、スピンカラム・メンブレンを洗浄する。ろ過液を捨てる。*

ステップ15でスピンカラムを再使用します。

注：Buffer AW1は濃縮液でお届けします。使用前にエタノールをBuffer AW2
に添加したかを確認します（“実験を始める前の注意事項”を参照）。

15. 500 µのBuffer AW2をAllPrep DNAスピンカラムに添加する。カラムの蓋を静
かに閉めて、最高速度で2分間遠心操作し、スピンカラム・メンブレンを洗浄
する。

注：Buffer AW2は濃縮液でお届けします。使用前にエタノールをBuffer AW2
に添加したかを確認します（“実験を始める前の注意事項”を参照）。

長時間の遠心操作でスピンカラム・メンブレンを乾燥することにより、DNA
溶出中にエタノールがキャリーオーバーしないようにします。残留エタノール
はダウンストリーム反応を妨害する事があります。

注：遠心操作後、コレクションチューブからAllPrep DNAスピンカラムを注意
して取り除いてください。カラムがろ過液と接触した場合には、コレクション
チューブを空にしてスピンカラムを最高速度で1分間、再度遠心操作します。

16. AllPrep DNAスピンカラムを新しい1.5 mlのコレクションチューブ（付属品）に
移す。Buffer EB 100 µlを直接スピンカラム・メンブレンに添加し、カラムを静か
に閉る。室温（15～25℃）で1分間インキュベートし、8000 x g（10,000 rpm）
以上で1分間遠心操作を行ない、DNAを溶出する。

17. ステップ16を繰り返し、さらにDNAを溶出する。

最初のDNA溶出液の希釈を防ぐには、新しい1.5 mlのコレクションチューブ
（非付属品）を用いて2回目のDNA溶出液を回収します。1回目と2回目の
DNA溶出液を一緒にする際には、ステップ16で用いてコレクションチューブ
を再利用します。

注：より高濃度のDNAを得るためには50 µlのBuffer EBで2回溶出します。こ
の場合には最終DNA収量は低下します。

* Buffer RLT PlusやBuffer RW1を含んだろ過液は漂白剤と一緒にしないでください。Safety informationは英語
版Handbook 6 ページをご覧ください。
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プロトコール：動物組織からのゲノムDNAとトータ
ルRNAの同時分離精製
スタート・サンプル量の正確な測定

最適な核酸の収量および純度を得るためには、正しいスタートサンプル量を使用す
ることが重要です。一般的には、最高30 mgの新鮮、あるいは凍結した組織、また
はRNAlaterで安定化した組織15～20 mg（一部脱水されている）を調製できます。
AllPrep DNAスピンカラムのDNA結合容量、RNeasyスピンカラムのRNA結合容量、
Buffer RLT Plusの溶解容量は、ほとんどの組織では上限の重量まで処理できます。し
かし、より少量のサンプルの方が効率良くDNAを除去できます。様々な組織から
のRNA収量をTable 2に掲載しています（英語版Handbook 14ページ）。

肝臓から最大のRNA収量を得るためには、このプロトコールのステップ5において
70%エタノールの代わりに50%エタノールを使用します。

脾臓、胸腺のような組織は非常に多量のDNAを含んでいるため、AllPrep DNAスピ
ンカラムがオーバーロードになります（スタートサンプルとして5 mg以上の組織
を使用した場合）。微量のDNAでも障害となる高感度なダウンストリームに溶出し
たRNAを使用する場合には、これらの組織ではRNeasyスピンカラム・メンブレン
上でDNase分解を行なうことを推奨します（詳細は英語版Handbook 47ページ、
Appendix Eを参照）。

骨格筋、心臓、皮膚のような繊維性組織からのRNA精製は、収縮性のタンパク質、
結合組織、コラーゲンが豊富なため、RNA収量が低いことがあります。これらの組
織からゲノム DNAおよびトータル RNAを精製するには、DNeasy Tissue Kitと
RNeasy Fibrous Tissue Kitのご利用を推奨します（英語版Handbook 50ページのorder-
ing information参照）。

お客様のスタートサンプルの特性に関する情報がない場合には、10 mg以上の組織
を使用しないことを推奨します。RNAの収量や純度によっては、調製に30 mgまで
の組織を使用することも可能です。

RNAと共にDNAが精製される原因となるため、AllPrep DNAスピンカラムにオーバー
ロードしないでください。RNAの収量および純度が顕著に低下するため、RNeasyス
ピンカラムをオーバーロードしないでください。
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実験を始める前の重要事項

■ AllPrep DNA/RNA Mini Kitを初めて使う際には、“Important Notes”（英語版
Handbook 12ページ）をお読みください。

■ 初めてRNAを調製する場合にはAppendix A（英語版Handbook 38ページ）を
お読みください。

■ 最適な結果を得るためには、採取した組織をRNAlater RNA Stabilization Reagent
中で即座に安定化します（RNAlaterのハンドブックを参照）。試薬中の組織は
37℃で最高1日、18～25℃で7日間、2～8℃で4週間、また–20℃か–80℃
では長期保存できます。

■ 新鮮、凍結あるいはRNAlaterで安定化した組織を使用できます。液体窒素で
瞬間凍結した組織は即座に–70℃に移し、数カ月保存可能です。重量測定ある
いはBuffer RLT Plus中で破砕前のサンプル取り扱いの際に、凍結した組織を融解
させないでください。ステップ3でのホモジナイズされた組織ライセートも
–70℃で数カ月保存できます。ステップ4を行なう前に、凍結したライセート
は37℃の水浴中で完全に融解し、塩類が溶解するまでインキュベートします。
RNAが分解する可能性があるため、長くインキュベートすることは避けてくだ
さい。

■ 必要に応じて、30 mg以上の組織を調製開始時に破砕し、ホモジネートするこ
とも可能です（組織量に合わせてBuffer RLT Plus量も増加）。30 mg以下に相当
するホモジネート溶液をRNA精製用に一部使用し、残りを–80℃で保存でき
ます。

■ 使用前にβ-メルカプトエタノール（β-ME）をBuffer RLT Plusに添加しなければな
りません（1 ml Buffer RLT Plus当たり10 µl β-ME）。適切な保護着を着用し、ド
ラフト内で調製してください。β-MEを添加した後、Buffer RLT Plusは室温（15
～25℃）で1ヶ月間安定です。

■ Buffer RPE、Buffer AW1、Buffer AW2は濃縮液としてお届けします。最初に使
用する前に、ボトルに記載されている様に適切な量のエタノール（96～100％）
を加えて、ワーキング溶液を調製します。

■ 保存中にBuffer RLT Plusは沈殿物を形成することがあります。必要な場合には、
温めて再び溶解した後、室温にして使用します。

■ Buffer RLT Plus、Buffer RW1、Buffer AW1はグアニジン塩を含んでいるため、漂
白剤を含む消毒薬と一緒に使用しないでください。Safety informationに関して
は英語版Handbook 6ページを参照ください。

■ この実験の全てのステップは室温で行なってください。実験中は迅速に作業し
てください。

■ 全ての遠心ステップは一般的なマイクロ遠心機を用いて20～25℃で行なって
ください。遠心機が20℃以下に冷却されていないことを確認します。
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操作手順

サンプルの破砕およびホモジナイゼーション

1. 動物から組織サンプルを切除、あるいは保存していた組織サンプルを使用する。
RNAlaterで安定化した組織をピンセットを用いて溶液から取り出す。使用する
組織量を決定する。使用する組織は30 mg以下とする。

組織サンプルの重量の測定が、組織量を決定する最も正確な方法です。

2. ステップ2aあるいはステップ2bに進む。

2a. RNAlaterで安定化された組織：

組織全部を使用する場合には、組織を破砕とホモジナイゼーションのために適
切なサイズの容器に移しステップ3に進む。

組織の一部だけを用いる場合には、清潔な台上でカットする。用いる組織片の
重量を測定し、これをホモジナイゼーションのために適当なサイズの容器に入
れ、ステップ3に続く。

RNAlaterで処理した組織内のRNAは、室温（18～25℃）でカットしたり、重
量測定している間保護されています。従って組織を氷上やドライアイス、低温
室でカットする必要はありません。残った組織は RNAlater RNA Stabilization
Reagentに入れて保存、既に安定化されている組織は溶液無しでそのまま–80℃
で保存できます。

2b. 安定化されていない採取したばかりの組織あるいは凍結組織：

組織全部を使用する場合には、組織を破砕とホモジナイゼーションのために適
切なサイズの容器に移しステップ3に進む。

組織の一部だけを用いる場合には、用いる組織片の重量を測定し、これを破砕
とホモジナイゼーションのために適切なサイズの容器に入れ、即座にステップ
3に続く。

組織をRNAlater Reagent処理するか、瞬間凍結、あるいはステップ3で破砕と
ホモジナイゼーションを行なうまでは、採取した組織中のRNAは保護されて
いません。凍結組織を取り扱い中に融解させないよう、凍結組織を取り扱う操
作はできるだけ迅速に行なってください。

注：残った新鮮な組織はRNAlater Reagentに入れRNAを安定化することができ
ます（RNAlater Handbookを参照）。しかし、既に凍結した組織ではこの試薬内
での融解がゆっくりすぎるため、試薬の組織への浸潤が迅速に行なわれず、
RNA分解を充分に防止することができません。

3. 3a、3b、3cあるいは3dに従って組織を破砕し、Buffer RLT Plus（組織は30 mg
以下を使用）中でライセートをホモジナイズする。

破砕およびホモジナイゼーションに関する詳細は英語版Handbook 16ページ
の“Disrupting and homogenizing starting material”を参照ください。

注：使用前にBuffer RLT Plusにβ-MEを添加したかを確認します（“実験を始め
る前の注意事項”を参照）。
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RNAlater Reagent中で保存した組織は、新鮮／凍結組織より多少固くなってい
ることがあります。一般的な破砕／ホモジナイゼーション方法を用いて問題な
く処理できます。600 µlのBuffer RLT Plusを用いるとより簡単に破砕およびホモ
ジナイゼーションが行なえます。

注：不完全なホモジナイゼーションはRNA収量の著しい低下や、AllPrep DNA
やRNeasyスピンカラムの目詰まりの原因になります。TissueLyserあるいはロー
ター／ステーター方式ホモジナイザーを用いたホモジナイゼーションのほうが
他の方法よりRNA収量が一般的に増加します。

表7. 組織破砕およびホモジナイゼーションに必要なBuffer RLT Plus量

スタートサンプルの重量 Buffer RLT Plus量

<20 mg 350 µlあるいは600 µl*

20～30 mg 600 µl

* RNAlater Reagent中で安定化した組織や溶解しにくい組織には600 µlのBuffer RLT Plusを用います。

3a. ローター／ステーター方式ホモジナイザーを用いた破砕およびホモジナイゼー
ション：

重量を測定した組織（新鮮、凍結、RNAlaterで安定化した）を適切な大きさの
容器に入れ、対応する量のBuffer RLT Plusを添加する（表7参照）。即座にロー
ター／ステーター方式ホモジナイザーを用いてライセートが均一になるまで組
織を破砕、ホモジナイズする（通常20～40秒）。ステップ4に進む。

3b. 乳鉢と乳棒を用いて破砕した後にQIAshredderホモジナイザーでホモジナイ
ゼーション：

重量を測定した組織（新鮮、凍結、あるいはRNAlaterで安定化した組織）を即
座に液体窒素に入れ、乳鉢と乳棒を用いて完全にすり砕く。組織粉末および液
体窒素を液体窒素で冷却したRNaseフリーの2 mlマイクロ遠心チューブ（非付
属品）に入れる。液体窒素は蒸発させるが、組織が融解しないようにする。

適切な量のBuffer RLT Plusを添加する（表7参照）。ライセートを2 mlのコレク
ションチューブにセットしたQIAshredderスピンカラムに直接ピペットで添加
し、最高スピードで2分間遠心操作する。ステップ4に進む。

3c. 乳鉢と乳棒を用いて破砕した後に注射針とシリンジを用いてホモジナイゼー
ション：

重量を測定した組織（新鮮、凍結、あるいはRNAlaterで安定化した組織）を即
座に液体窒素中に入れ、乳鉢と乳棒を用いて完全にすり砕く。組織粉末および
液体窒素を液体窒素で冷却したRNaseフリーの2 mlマイクロ遠心チューブ（非
付属品）に入れる。液体窒素は蒸発させるが、組織が融解しないようにする。

適切な量のBuffer RLT Plusを添加し（表7参照）、ライセートをRNaseフリーの
シリンジに取り付けた20-Gの注射針中を少なくとも5回通してホモジナイズ
する。ステップ4に進む。
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3d. TissueLyserを用いた破砕およびホモジナイゼーション：

TissueLyser Handbookを参照する。ステップ4に進む。

4. ライセートを最高速度で3分間遠心する。ピペットで注意深く上清を採取し、
2 mlのコレクションチューブ（付属品）にセットしたAllPrep DNAスピンカラ
ムに入れる。8000 x g（10,000 rpm）以上で30秒間遠心する。

3分間の遠心操作後に微量の不溶物質が存在するために、ペレットが見えない
サンプルもあります。

注：遠心操作後にカラムのメンブレン上に液体が残留していないことを確認し
ます。必要に応じて、すべての液体がメンブレンを通過するまで同様に遠心操
作を繰り返します。

5. AllPrep DNAスピンカラムを新しい2 mlのコレクションチューブ（付属品）に
セットし、室温（15～25℃）に放置、あるいはステップ14～17のDNA精製
を後で行なう場合は4℃で保存する。ステップ6～13のRNA精製にはろ過液
を使用する。

注：AllPrep DNAスピンカラムを長期間室温あるいは4℃で放置しないでくだ
さい。カラムを冷凍しないでください。

トータルRNA精製

6. ステップ5のろ過液に等量の70 ％エタノール（通常350 µlまたは600 µl）を添
加し、ピペットでよく混和する。遠心操作は行なわない。直ぐにステップ7に
進む。

ホモジナイゼ－ションおよびDNA除去中にライセート量が減少した場合には、
その量に応じてエタノール量を調節してください。

注：エタノール添加後に沈殿物を生じることがありますが、これは本調製法に
影響はありません。

注：肝臓から最大限のRNA収量を得るには、70％エタノールの代わりに50％
エタノールを使用します。

7. 最大700 µlのサンプル（形成した沈殿物を含む）を2 mlコレクションチューブ
（付属品）の中にセットしたRNeasyスピンカラムにアプライする。カラムの蓋
を静かに閉めて、8000 x g（10,000 rpm）以上で15秒間遠心操作する。ろ過
液を捨てる。*

ステップ8でコレクションチューブを再使用します。

サンプル量が700 µl以上の場合には、残りのサンプルを続けてRNeasyスピン
カラムにアプライし、上記の条件で遠心操作を行なってください。各遠心操作
の後、ろ過液を捨てます。*

* Buffer RLT PlusやBuffer RW1を含んだろ過液は漂白剤と一緒にしないでください。Safety informationは英語
版Handbook 6ページをご覧ください。
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8. 700 µlのBuffer RW1をRNeasyスピンカラムに添加する。蓋を静かに閉め、スピ
ンカラム洗浄のために8000 x g（10,000 rpm）以上で15秒間遠心する。ろ過液
を捨てる。*

ステップ9でコレクションチューブを再使用します。

注：遠心操作後、RNeasyスピンカカラムがろ過液と接触しないように、カラ
ムをコレクションチューブから注意深く取り除きます。コレクションチューブ
が完璧に空になっていることを確認します。

オプション：DNA含有量の高い組織からRNAを精製する場合や感度の高いダ
ウンストリーム・アプリケーションにRNAを使用する場合には、ステップ8の
代わりにDNase分解をステップE1-E4（英語版Handbook 48ページ、Appendix
E）に従って行なうことを推奨します。

9. RNeasyスピンカラムへBuffer RPE 500 µlを添加する。カラムの蓋を静かに閉め、
洗浄のために8000 x g（10,000 rpm）以上で15秒間遠心操作する。ろ過液を
捨てる。

ステップ10でコレクションチューブを再使用します。

注：Buffer RPEは濃縮液でお届けします。使用前にエタノールをBuffer RPEに添
加したかを確認します（“実験を始める前の注意事項”を参照）。

10. RNeasyスピンカラムに500 µlのBuffer RPEを添加する。チューブを静かに閉め、
RNeasyスピンカラム・メンブレンを乾燥するため、8000 x g（10,000 rpm）
以上で2分間遠心操作する。

長時間の遠心操作でスピンカラム・メンブレンを乾燥することにより、RNA溶
出中にエタノールがキャリーオーバーしないようにします。残留エタノールは
ダウンストリーム反応を妨害する事があります。

注：遠心操作後、カラムがろ過液に触れて、その結果エタノールのキャリーオー
バーが起こらないように、コレクションチューブからRNeasyスピンカラムを
注意して取り除いてください。

11. オプション：RNeasyスピンカラムを新しい2 mlコレクションチューブ（付属
品）に移し、ろ過液の入った古いコレクションチューブを捨てる。最高スピー
ドで1分間遠心操作を行なう。

ステップ10の後 RNeasyスピンカラムの外側にろ過液が残っている場合は
Buffer RPEのキャリーオーバーの可能性を排除するためにこのステップを行な
います。

12. RNeasyスピンカラムを新しい1.5 mlのコレクションチューブ（付属品）に移
す。RNaseフリー水30～50 µlを直接スピンカラム・メンブレンに添加する。
カラムの蓋を静かに閉め、8000 x g（10,000 rpm）以上で1分間遠心操作を行
い、RNAを溶出する。

* Buffer RLT PlusやBuffer RW1を含んだろ過液は漂白剤と一緒にしないでください。Safety informationは英語
版Handbook 6ページをご覧ください。
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13. 予想したRNA 量が30 µg以上の場合には、新しいRNaseフリー水30～50 µlを
用いて、あるいはステップ12での溶出液を用いて（高濃度のRNAが必要な場
合）ステップ12を再度行なう。ステップ12のコレクションチューブに溶出。

ステップ12の溶出液を用いた場合、RNA量はRNaseフリー水を2回用いて得
られる量より15 ～30％少なくなりますが、最終濃度は高くなります。

ゲノムDNA精製

14. ステップ5からのAllPrep DNAスピンカラムに500 µl Buffer AW1を添加する。
カラムの蓋を静かに閉めて8000 x g（10,000 rpm）で15秒間遠心操作を行な
い、スピンカラム・メンブレンを洗浄する。ろ過液を捨てる。*

ステップ15でスピンカラムを再使用します。

注：Buffer AW1は濃縮液でお届けします。使用前にエタノールをBuffer AW1
に添加したかを確認します（“実験を始める前の注意事項”を参照）。

15. 500 µlのBuffer AW2をAllPrep DNAスピンカラムに添加する。蓋を静かに閉め、
最高速度で2分間遠心操作し、スピンカラム・メンブレンを洗浄する。

注：Buffer AW2は濃縮液でお届けします。使用前にエタノールをBuffer AW2
に添加したかを確認します（“実験を始める前の注意事項”を参照）。

長時間の遠心操作でスピンカラム・メンブレンを乾燥することにより、DNA
溶出中にエタノールがキャリーオーバーしないようにします。残留エタノール
はダウンストリーム反応を妨害することがあります。

注：遠心操作後、コレクションチューブからAllPrep DNAスピンカラムを注意
して取り除いてください。カラムがろ過液と接触した場合には、コレクション
チューブを空にしてスピンカラムを最高速度で1分間、再度遠心操作します。

16. AllPrep DNAスピンカラムを新しい1.5 mlのコレクションチューブ（付属品）
に移す。Buffer EB 100 µlを直接スピンカラム・メンブレンに添加し、カラムの
蓋を静かに閉る。室温（15～ 25℃）で 1分間インキュベートし、8000 x g
（10,000 rpm）以上で1分間遠心操作を行ない、DNAを溶出する。

17. ステップ16を繰り返し、さらにDNAを溶出する。

最初のDNA溶出液の希釈を防ぐには、新しい1.5 mlのコレクションチューブ
（非付属品）を用いて2回目のDNA溶出液を回収します。1回目と2回目の
DNA溶出液を一緒にする際には、ステップ16で用いたコレクションチューブ
を再利用します。

注：より高濃度のDNAを得るためには50 µlのBuffer EBで2回溶出します。こ
の場合には最終DNA収量は低下します。

* Buffer RW1を含んだろ過液は漂白剤と一緒にしないでください。Safety informationは英語版Handbook 6
ページをご覧ください。
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トラブルシューティングガイド
コメント

AllPrep DNAあるいはRNeasyスピンカラムが目詰まり

a） 破砕、ホモジナイゼー
ションが不十分

b） スタート・サンプル量
が多すぎる

c） 遠心操作時の温度が
低すぎる

核酸収量が低い

a） 破砕、ホモジナイゼー
ションが不十分

b） スタート・サンプル量
が多すぎる

c） RNAがRNeasyスピン
カラムにまだ結合

破砕およびホモジナイゼーション法の詳細は“Dis-
rupting and homogenizing starting material”（英語版
Handbook16ページ）を参照する。

必要に応じて遠心速度および遠心時間を増加する。

次回の調製ではスタート・サンプル量を減らす（2お
よび9ページ、プロトコール参照）。またはホモジナ
イゼーション時間を延長する。

スタート・サンプル量を減らす。正確なサンプル量
で実験を始めることが重要である（英語版Handbook
の12ページ参照）。

遠心温度は20～25℃とする。20℃に設定しても遠
心時に20℃以下になる遠心機もある。これがスピン
カラムの目詰りをおこす沈殿物を形成する原因とな
る。低温になった場合には遠心機を25℃に設定する。
AllPrep DNAスピンカラムにライセートを入れる前
に、37℃でライセート温める。

破砕およびホモジナイゼーション法の詳細は“Dis-
rupting and homogenizing starting material”（英語版
Handbook16ページ）を参照する。

次回の調製ではスタート・サンプル量を減らす（2お
よび9ページ、プロトコール参照）、または溶解バッ
ファーを増やしホモジナイゼーション時間を延長
する。

スピンカラムへのオーバーロードは核酸収量を顕著
に低下する。スタート・サンプル量を減らす（英語
版Handbookの12ページ参照）。

RNA溶出を再度行なうが、RNaseフリー水をRNeasy
スピンカラムに入れ、遠心操作前に実験台上で10分
間インキュベートする。
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d） DNAがAllPrep DNA
スピンカラムにまだ
結合している

e） エタノールがキャリー
オーバー

f） 細胞培養液の除去が
不完全（細胞サンプル
の場合）

DNAにRNAが混入している

a） AllPrep DNAスピンカ
ラムに入れたライセー
トがエタノールを含む

b） サンプルがホモジネー
ト溶液のpHに影響

DNAを混入するRNAがダウンストリーム実験に影響する

a） 細胞数が多すぎる

b） 細胞培養液あるいは
安定化試薬の除去が
不完全

c） 組織が多量DNAを
含む

DNA溶出を再度行なうが、遠心操作前にBuffer EBを
AllPrep DNAスピンカラムに入れて実験台上で10分
間インキュベートする。

または、DNA溶出前にBuffer EBを70℃に加熱する。

Buffer RPEで二回目の洗浄を行なう際に、RNeasyス
ピンカラム・メンブレンが乾燥するように8000 x g
（10,000 rpm）以上で2分間（20～25℃）必ず遠心
する。

カラムの外側にろ過液が付着している場合には、必
ずオプションの遠心操作を行ない、RNeasyスピンカ
ラム・メンブレンを乾燥させる（プロトコールのス
テップ11）。

培養細胞を調製する際は、細胞回収後に培養液を完
全に除去する（2ページ、プロトコール参照）。

AllPrep DNAスピンカラムを通過させた後にライセー
トにエタノールを添加する

最終的なホモジネート溶液のpHは7であるべきであ
る。サンプルが極端にアルカリあるいは酸性でない
ことを確認する。

ある種の細胞タイプでは、処理する細胞数が多すぎ
るとAllPrep DNAスピンカラムへのDNA結合効率が
低下することがある。溶出したRNAにDNAが混入し
ている場合には、細胞数を減らして調製してみる。

細胞培養液あるいは安定化試薬が完全に除去され、
溶解バッファーが希釈されていないことを確認する。
溶解バッファーが希釈されるとAllPrep DNAスピンカ
ラムは効果的にDNAを結合しない。

DNA含量の非常に高いある種の組織（例えば脾臓）
ではDNAがAllPrep DNAスピンカラムを通過するこ
とがある。サンプル量を減らして再度行なう。ある
いは、RNeasyスピンカラム・メンブレン上でDNase
分解を行なう（英語版Handbook 47ページ、Appen-
dix E参照）あるいは溶出したRNAのDNase分解後、
続いてRNAクリーンアップする。



RNA溶出液のA260/A280値が低い

A260/A280の測定用にRNAを
水で希釈

RNAが分解

a） スタート・サンプルの
不適切な取り扱い

b） RNaseの混入

DNAの切断化

ホモジナイゼーション条件
が激しすぎる

核酸濃度が低すぎる

溶出量が多すぎた

コメント
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純度を測定する前のサンプルの希釈には RNaseフ
リー水ではなく、10 mM Tris·Cl,* pH 7.5を使用する
（英語版Handbook 40ページ、Appendix B参照）。

組織サンプルが適切に安定化され、RNAlater RNA
Stabilization Reagent中で保存されたかを確認する。

凍結細胞ペレットあるいは凍結組織サンプルは、液
体窒素中で瞬間凍結し、–70℃で保存する。AllPrep
DNA/RNA操作は迅速に行なう（特に最初の数ステッ
プは重要）。

英語版Handbook 38ページ、Appendix Aあるいは英
語版 Handbook 16ページの“Handling and storing
starting material”を参照する。

全てのAllPrepバッファーは試験済みでRNaseフリー
である事が保証されているが、RNaseは使用中に混
入することがある。AllPrep DNA/RNAでの操作およ
び後の取り扱いの際にRNaseが混入しないように注
意する。RNAの取り扱いの一般的な注意事項は英語
版Handbook 38ページ、Appendix Aを参照する。

精製DNAの長さ（一般的には15～30 kb）はホモジ
ナイゼーション条件に依存する。より長いDNAフラ
グメントが必要な際は、できる限りホモジナイゼー
ション時間を短くし、緩和な条件を使用する（例；
ローター・スターター・ホモジナイザーの代わりに
QIAshredderホモジナイザーを使用）。

より少量で核酸を溶出する。AllPrep DNAスピンカラ
ムでは50 µlのBuffer EB、RNeasyスピンカラムでは
1 x 30 µl以下の水は使用しないこと。より少量で溶
出すると核酸濃度は増加するが、収量は低下するこ
とがある。

化学薬品を取り扱う際には、適切な実験着と使い捨て手袋、保護用眼鏡を着用してください。詳細は製品
メーカーの相当するMSDS（material safty data sheet）をご覧ください。
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精製した核酸を用いたダウンストリーム実験で良い結果がでない

a） 溶出の際に塩類が
キャリーオーバー

b） エタノールのキャリー
オーバー

バッファーは必ず20～30℃で使用する。

操作中の各ステップで正しいバッファーを使用した
ことを確認する。

洗浄ステップ中にコレクションチューブを再利用す
る際は、きれいなペーパータオル上でチューブを叩き、
チューブの縁に付着した残りのろ過液を除去する。

Buffer RPEによる二回目の洗浄では、 8000 x g
（10,000 rpm）以上で2分間（20～25℃）遠心操作
し、必ず RNeasyスピンカラム・メンブレンを乾燥
させる。遠心操作後、カラムがろ過液に接触しない
ようにコレクションチューブからカラムを注意深く
取り除き、エタノールのキャリーオーバーを防止
する。

カラムの外側にろ過液が付着している場合には、必
ずオプションの遠心操作を行ない、RNeasyスピンカ
ラム・メンブレンを乾燥させる（プロトコールのス
テップ11）。
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