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QIAquick PCR Purification Kitプロトコール
マイクロ遠心機を利用する方法

本プロトコールは、PCRあるいはその他の酵素反応液（英語版Handbook 8ページ
参照）から一本鎖あるいは二本鎖DNAを精製するためにデザインされています。
その他の酵素反応液のクリーンアップに関してはPCRサンプル用に記述されている
プロトコールあるいはMinElute® Reaction Cleanup Kitを使用します。QIAquickスピ
ンカラムを用いてマイクロ遠心機により、プライマー、ヌクレオチド、ポリメラー
ゼ、塩などが100 bp～10 kbのフラグメントから取り除かれます。

実験を始める前の重要事項

� 使用前にエタノール（96～100％）をBuffer PEに添加します（添加容量は試
薬瓶のラベルを参照）。

� すべての遠心ステップは一般的な卓上マイクロ遠心機を用いて 17,900 x g
（13,000 rpm）で行ないます。

� pH indicator IとBuffer PBを1：250で混和します（例；120 µlのpH indicator I
と30 mlのBuffer PBあるいは600 µlのpH indicator Iと150 ml Buffer PB）。pH
indicator Iの入ったBuffer PBは、pHが7.5以下の時に黄色になります。

� pH indicator Iをバッファー溶液全量に添加してください。分注したバッファー
溶液ごとにpH indicator Iを添加しないでください。

� 精製したPCR産物を高感度なマイクロアレイ・アプリケーションで使用する場
合は、pH indicator Iを添加していないBuffer PBの使用をお奨めします。

操作手順

1. PCRサンプルに5倍容量のBuffer PBを入れ混和する。ミネラルオイルなどを除
去する必要はない。

例えば、100 µlのPCR反応液（オイルを含まない量）には500 µlのBuffer PBを
加えてください。

2. pH indicator IをBuffer PBに添加した場合は、混和物の色が黄色になる。

溶液の色がオレンジ色あるいは紫色の場合は、3Mの酢酸ナトリウム（pH
5.0）を10 µl添加し、混和してください。溶液の色が黄色に変わります。

3. 2 mlのコレクションチューブ（添付）にQIAquickスピンカラムをセットする。

4. DNAを結合させるために、サンプルをQIAquickカラムにアプライし、30～60
秒間遠心操作する。

5. ろ液は棄てる。同じチューブの上にQIAquickカラムを再度のせる。

マイクロアレイなどのサンプルのクリーンアップの際はろ液は最終的に標識し
た核酸が得られるまでは、廃棄せずに保存することを推奨します。

プラスチック廃棄物を減らすためにコレクションチューブを再利用します。
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6. 洗浄のために750 µlのBuffer PEをQIAquickカラムにアプライし、30～60秒間
遠心操作する。

7. ろ液は棄て、QIAquickカラムを同じコレクションチューブに再度のせる。さら
に1分間カラムを遠心操作する。

重要：ろ液を除去した後にこの遠心操作を行なわなければ、Buffer PE由来の残
留エタノールを完全に除去できません。

マイクロアレイなどのサンプルのクリーンアップの際はろ液は最終的に標識し
た核酸が得られるまでは、廃棄せずに保存することを推奨します。

8. 新しい1.5 mlのマイクロ遠心チューブにQIAquickカラムをのせる。

9. DNAの溶出を行なうために、50 µlのBuffer EB（10 mM Tris·Cl、pH 8.5）あるい
は水（pH 7.0～8.5）をQIAquickメンブレン表面の中央に添加し、1分間遠心
する。あるいはDNA濃度を高めるために、30 µlの溶出バッファーをQIAquick
メンブレンの中央に添加し、1分間カラムを放置後、1分間遠心する。

重要：結合したDNAを完全に溶出するために、溶出バッファーをQIAquickメ
ンブレンに直接アプライします。50 µlの溶出バッファーを用いた場合の平均
溶出液量は48 µl、30 µlの溶出バッファーからの平均溶出液量は28 µlです。

溶出効率はpHに依存します。最大溶出効率はpH値が7.0～8.5で得られます。
溶出に水を使用する場合にはpH値がこの範囲にあることを確認し、緩衝作用
のない水では溶出したDNAが分解されやすいことを考慮して–20℃で保存し
ます。精製DNAはTEバッファー（10 mM Tris·Cl、1 mM EDTA、pH 8.0）でも
溶出できますが、EDTAが次に続く酵素反応を阻害することがあります。

10. 精製したDNAをゲルで解析する際には、Loading Dyeに5倍容量の精製DNAを
添加する。ゲルにアプライする前に数回ピペッティングし、よく混和する。

Loading dyeには 3種類のマーカー色素（bromophenol blue、xylene cyanol、
orange G）が入っており、DNAの移動距離の予測とアガロースゲルの泳動時
間の至適化を容易に行なえます。色素の移動距離、アガロースゲルの濃度およ
び泳動バッファーとの相関関係はTable 2（英語版Handbook 15ページ）を参
照してください。
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QIAquick PCR Purification Kitプロトコール
吸引マニホールドを利用する方法

QIAquickスピンカラムは、通常のルアーコネクター付き吸引マニホールド（例；
QIAvac Luer AdaptorsとQIAvac 6S/QIAvac 24 Plus）で使用できます。本プロト
コールは、PCRあるいはその他の酵素反応液（英語版Handbook 8ページ参照）から
一本鎖あるいは二本鎖DNAを精製するためにデザインされています。その他の酵
素反応液のクリーンアップに関してはPCRサンプル用に記述されているプロトコー
ルあるいはMinElute Reaction Cleanup Kitを使用します。吸引法によるサンプル処理
により、100 bp～10 kbのフラグメントからプライマー、ヌクレオチド、ポリメラー
ゼ、塩などが取り除かれます。

実験を始める前の重要事項

� 使用前にエタノール（96～100％）をBuffer PEに添加します（添加容量は試
薬瓶のラベルを参照）。

� 一定で安定した吸引が行なわれるよう、操作ステップごとに吸引スイッチを必
ず一旦切ってください。

� pH indicator IとBuffer PBを1：250に混和します（120 µlのpH indicator Iと30 ml
のBuffer PBあるいは600 µlのpH indicator Iと150 ml Buffer PB）。pH indicator I
の入ったBuffer PBは、pHが7.5以下の時に黄色になります。

� pH indicator Iをバッファー溶液全量に添加してください。分注したバッファー
溶液ごとにpH indicator Iを添加しないでください。

� 精製したPCR産物を高感度なマイクロアレイ・アプリケーションで使用する場
合は、pH indicator Iを添加していないBuffer PBの使用をお奨めします。

操作手順

1. PCRサンプルに5倍容量のBuffer PBを入れ混和する。ミネラルオイルなどを除
去する必要はない。

例えば、100 µlのPCR反応液（オイルを含まない量）には500 µlのBuffer PBを
加えてください。

2. pH indicator IをBuffer PBに添加した場合は、混和物の色が黄色になる。

溶液の色がオレンジ色あるいは紫色の場合は、3Mの酢酸ナトリウム（pH
5.0）を10 µl添加し、混和してください。溶液の色が黄色に変わります。

3. ステップ3a、3bあるいは3cに従って吸引マニホールドとQIAquickカラムを準
備する。

3a. QIAvac 24 Plus（英語版Handbook 33ページとFigure 7参照）：

QIAvac 24 Plusのルアースロットに最高24個までのQIAquickスピンカラムが
セット可能です。使用しない部分はルアープラグで塞ぎ、QIAvac 24 Plusを吸
引装置に接続します。



6 QIAquick Spinプロトコールとトラブルシューティング 03/2008

3b. QIAvac 6Sマニホールド（英語版Handbook 34ページとFigure 8参照）：

QIAvac 6Sリッドを開く。QIAvacのトッププレートのスロットにQIAvac Luer
Adaptorを装着するか、使用しないスロットはブランクで塞ぐ。QIAvac 6S
リッドを閉じる。QIAvac本体の内部に廃液トレイを設置後、QIAvac本体の上
にトッププレートをぴったりのせる。QIAvac 6Sを吸引装置に接続する。

マニホールド内のルアーアダプター上のルアーコネクターに各QIAquickカラ
ムを挿入する。使用しないルアーコネクターはQIAvac Luer Adapter Setに添付
されているプラグで塞ぐ。

3c. その他の吸引マニホールド；メーカーの解説書に従う。各QIAquickカラムを
ルアーコネクターに挿入する。

4. DNAを結合するために、デカントあるいはピペッティングによりサンプルを
QIAquickカラムにアプライし、吸引装置のスイッチを入れる。サンプルがカラ
ムを通過後、吸引装置のスイッチを切る。

カラムへ1度に添加可能な最大容量は800 µlです。800 µlよりサンプル容量が
多い場合には、残りをもう一度アプライしてください。

5. 洗浄のために、750 µlのBuffer PEを各QIAquickカラムに添加し吸引する。

6. 各QIAquickカラムをマイクロ遠心チューブあるいは2 mlのコレクションチュー
ブ（添付）に移す。17,900 x g（～13,000 rpm）で1分間遠心する。

重要：Buffer PE由来の残存エタノールを完全に除去するためにこの遠心操作が
必要です。

7. 新しい1.5 mlのマイクロ遠心チューブにQIAquickカラムをのせる。

8. DNAの溶出を行なうために、50 µlのBuffer EB（10 mM Tris·Cl、pH 8.5）あるい
は水（pH 7.0～8.5）を各QIAquickメンブレンの中央に添加した後、カラムを
17,900 x g（13,000 rpm）で1分間遠心操作する。またはDNA濃度を高めるた
めに、30 µlの溶出バッファーをQIAquickメンブレンの中央にアプライし、1分
間放置した後で遠心操作する。

重要：結合したDNAを完全に溶出するために、溶出バッファーをQIAquickメ
ンブレンに直接アプライします。50 µlの溶出バッファーを用いた場合の平均
溶出液量は48 µl、30 µlの溶出バッファーからの平均溶出液量は28 µlです。

溶出効率はpHに依存します。最大溶出効率はpH値が7.0～8.5で得られます。
溶出に水を使用する場合にはpH値がこの範囲にあることを確認します。また
緩衝作用のない水では溶出したDNAが分解されやすいことを考慮して–20℃で
保存します。精製DNAはTEバッファー（10 mM Tris·Cl、1 mM EDTA、pH 8.0）
でも溶出できますが、EDTAが次に続く酵素反応を阻害することがあります。
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9. 精製したDNAをゲルで解析する際には、Loading Dyeに5倍容量の精製DNAを
添加する。ゲルにアプライする前に数回ピペッティングし、よく混和する。

Loading dyeには 3種類のマーカー色素（bromophenol blue、xylene cyanol、
orange G）が入っており、DNAの移動距離の予測とアガロースゲルの泳動時
間の至適化を容易に行なえます。色素の移動距離、アガロースゲルの濃度およ
び泳動バッファーとの相関関係はTable 2（英語版Handbook 15ページ）を参
照してください。
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QIAquick Nucleotide Removal Kitプロトコール
マイクロ遠心機を利用する方法

酵素反応液（英語版Handbook 8ページ）から放射性物質、ビオチン、DIGで標識し
たDNAフラグメントあるいは17ヌクレオチド以上のオリゴヌクレオチドのクリー
ンアップ用に本プロトコールはデザインされています。本プロトコールは10塩基未
満のプライマー、酵素、塩、未反応ヌクレオチドの除去が可能です。本キットはマ
イクロ遠心機同様に吸引マニホールドでも使用可能です。吸引装置を利用したプロ
トコールに関しては弊社テクニカルサポートにお問い合わせください。ただし吸引
マニホールドで放射性標識サンプルを取り扱うことはお薦めしません。

実験を始める前の重要事項

� 使用前にエタノール（96～100％）をBuffer PEに添加します（添加容量は試
薬瓶のラベルを参照）。

� 全ての遠心ステップは一般的な卓上マイクロ遠心機を用いて室温（15～25℃）
で行ないます。

操作手順

1. 反応サンプルに10倍容量のBuffer PNを入れ混和する。

例えば50 µlの反応サンプルに500 µlのBuffer PNを添加します。100 bp以上の
DNAフラグメントでは5倍容量のBuffer PNを使用します。

2. 2 mlのコレクションチューブ（添付）にQIAquickスピンカラムをセットする。

3. DNAを結合させるために、サンプルをQIAquickカラムにアプライし、6,000 rpm
で1分間遠心操作する。

4. 放射性サンプルの場合：
QIAquickカラムを新しい2 mlのコレクションチューブにセットし、放射性ろ液
を含むチューブは適切な方法で廃棄する。

非放射性サンプルの場合：
ろ液を棄て、QIAquickカラムを同じチューブに戻す。

プラスチック廃棄物を減らすためにコレクションチューブを再利用します。

5. 放射性サンプルの場合：
QIAquickカラム洗浄のために、500 µlのBuffer PEを添加し、6,000 rpmで1分
間遠心操作する。ろ液を適切な方法で廃棄し、さらに500 µlのBuffer PEで洗浄
を繰り返す。

非放射性サンプルの場合：
QIAquickカラム洗浄のために、750 µlのBuffer PEを添加し、6,000 rpmで1分
間遠心操作する。
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6. ろ液を棄て、空になった同じチューブにQIAquickカラムを戻す。さらに
17,900 x g（13,000 rpm）で1分間遠心操作する。

重要：ろ液を除去した後にこの遠心操作を行なわなければ、Buffer PE由来の残
留エタノールを完全に除去できません。

7. 新しい1.5 mlのマイクロ遠心チューブにQIAquickカラムをのせる。

8. DNAの溶出を行なうために、100～200 µlのBuffer EB（10 mM Tris·Cl、pH 8.5）
あるいは水（pH 7.0～8.5）をQIAquickメンブレンの中央に添加した後、カラ
ムを17,900 x g（13,000 rpm）で1分間遠心操作する。またはDNA濃度を高め
るために、30～50 µlの溶出バッファーをQIAquickメンブレンの中央にアプラ
イし、カラムを1分間放置した後に遠心操作する。

重要：結合したDNAを完全に溶出するために、溶出バッファーをQIAquickメ
ンブレンに直接アプライします。

溶出効率はpHに依存します。最大溶出効率はpH値が7.0～8.5で得られます。
溶出に水を使用する場合にはpH値がこの範囲にあることを確認します。また
緩衝作用のない水では溶出したDNAが分解されやすいことを考慮して–20℃
で保存します。精製DNAはTE（10 mM Tris·Cl、1 mM EDTA、pH 8.0）でも溶
出できますが、EDTAが次に続く酵素反応を阻害することがあります。

9. 精製したDNAをゲルで解析する際には、Loading Dyeに5倍容量の精製DNAを
添加する。ゲルにアプライする前に数回ピペッティングし、よく混和する。

Loading dyeには 3種類のマーカー色素（bromophenol blue、xylene cyanol、
orange G）が入っており、DNAの移動距離の予測とアガロースゲルの泳動時
間の至適化を容易に行なえます。色素の移動距離、アガロースゲルの濃度およ
び泳動バッファーとの相関関係はTable 2（英語版Handbook 15ページ）を参
照してください。
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QIAquick Gel Extraction Kitプロトコール
マイクロ遠心機を利用する方法

このプロトコールは、TAEバッファーまたはTBEバッファーの標準的なアガロースゲ
ルあるいは低温融解アガロースゲルから、70 bp～10 kbのDNAフラグメントを抽
出、精製することを目的にデザインされました。1個のスピンカラムにつき、最大
400 mgのアガロースの処理が可能です。本キットはまた酵素反応液からのDNAク
リーンアップにも使用可能です（英語版Handbook 8ページ）。本プロトコールを用
いた酵素反応液からのDNAクリーンアップには、反応液に等量のイソプロパノール
と3倍容量のBuffer QGを加え混和し、プロトコールのステップ6から始めます。あ
るいはMinElute Reaction Cleanup Kitを使用します。

実験を始める前の重要事項

� Buffer QGはpHが7.5以下の時、黄色を示します。

� 使用前にエタノール（96～100％）をBuffer PEに添加します（添加容量は試
薬瓶のラベルを参照）。

� すべての遠心ステップは一般的な卓上マイクロ遠心機を用いて 17,900 x g
（13,000 rpm）、室温（15～25℃）で行ないます。

操作手順

1. 清潔で刃の鋭いメスを用いてDNAフラグメントを含むアガロースゲル部分を
切り取る。

余分なゲルを取り除いて、ゲルスライスのサイズが最小となるようにしてくだ
さい。

2. 無色のチューブにゲルスライスを入れ重量を測定する。ゲル（100 mgあるい
は約100 µl）に3倍容量のBuffer QGを添加する。

例えば、100 mgのゲルには300 µlのBuffer QGを添加してください。アガロー
スゲルの濃度が2％を超える場合は、6倍容量のBuffer QGを添加してください。
1個のQIAquickカラムで処理できるゲルスライスの最大量は400 mgなので、
スライスが400 mgを超える場合は2個以上のQIAquickカラムを使用してくだ
さい。

3. 50℃で10分間（あるいはゲルが完全に溶解するまで）インキュベートする。
ゲルの溶解をよくするため、インキュベーション中、2～3分毎にチューブを
ボルテックスして溶液を混和する。

重要：アガロースを完全に溶解します。ゲルの濃度が2％を超える場合は、イ
ンキュベーション時間を長くします。
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4. ゲルスライスが完全に溶解後、溶液の色が黄色であることを確認する（アガロー
ス溶解前のBuffer QGの色と同様）。

溶液の色がオレンジ色あるいは紫色の場合は、3Mの酢酸ナトリウム（pH 5.0）
を10 µl添加し、混和してください。溶液の色が黄色に変わります。

DNAのQIAquickメンブレンへの吸着は、pHが7.5以下においてのみ効率的に
行なわれます。Buffer QGに含まれているpH指示薬は、pH 7.5以下で黄色、そ
れより高いpHではオレンジまたは紫色を呈するpH指示薬を含み、DNA結合
に最適なpHをチェックするのに大変便利です。

5. ゲルと等量のイソプロパノールをサンプル溶液に添加し、チューブを数回転倒
混和する。

例えば、100 mgのアガロースゲルスライスには、100 µlのイソプロパノール
を添加してください。このステップにより500 bp未満および4 kb以上のDNA
フラグメント収量が増加します。500 bp～4 kbのDNAフラグメントの収量は、
このイソプロパノールを追加処理をしても変わりません。

この時点で遠心操作は行なわないでください。

6. 2 mlのコレクションチューブ（添付）にQIAquickスピンカラムをセットする。

7. DNAを結合させるために、サンプルをQIAquickカラムにアプライして1分間
遠心操作する。

カラムへ1度に添加可能な最大容量は800 µlです。800 µlよりサンプル容量が
多い場合には、数回に分けて遠心操作を行なってください。

8. ろ液を棄て、QIAquickカラムを同じコレクションチューブに戻す。

プラスチック廃棄物を減らすためにコレクションチューブを再利用します。

9. 推奨：500 µlのBuffer QGをQIAquickカラムに添加し、1分間遠心操作する。

このステップで残っているアガロースがすべて除去されます。DNAをダイレ
クトシークエンシング、in vitro転写反応、マイクロインジェクションなどで使
用する場合のみ、このステップを行ないます。

10. 洗浄のため750 µlのBuffer PEをQIAquickカラムに添加し、1分間遠心する。

注：精製したDNAを平滑末端ライゲーションやダイレクトシークエンシング
などの塩に敏感なアプリケーションに用いる場合には、Buffer PEを添加後、遠
心操作を行なう前にカラムを2～5分間放置します。

11. ろ液を除き、QIAquickカラムをさらに17,900 x g（13,000 rpm）で1分間遠心
操作する。

重要：ろ液を除去した後にこの遠心操作を行なわなければ、Buffer PE由来の残
留エタノールを完全に除去できません。

12. QIAquicカラムを新しい1.5 mlのマイクロ遠心チューブにセットする。
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13. DNAの溶出を行なうために、50 µlのBuffer EB（10 mM Tris·Cl、pH 8.5）あるい
は水（pH 7.0～8.5）をQIAquickメンブレン表面の中央に添加し、1分間遠心
する。あるいはDNA濃度を高めるために、30 µlの溶出バッファーをQIAquick
メンブレンの中央に添加し、1分間カラムを放置後、1分間遠心する。

重要：結合したDNAを完全に溶出するために、溶出バッファーをQIAquickメ
ンブレンに直接アプライします。50µlの溶出バッファーを用いた場合の平均溶
出液量は48 µl、30 µlの溶出バッファーからの平均溶出液量は28 µlです。

溶出効率はpHに依存します。最大溶出効率はpH値が7.0～8.5で得られます。
溶出に水を使用する場合にはpH値がこの範囲にあることを確認し、緩衝作用
のない水では溶出したDNAが分解されやすいことを考慮して–20℃で保存し
ます。精製DNAはTEバッファー（10 mM Tris·Cl、1 mM EDTA、pH 8.0）でも
溶出できますが、EDTAが次に続く酵素反応を阻害することがあります。

14. 精製したDNAをゲルで解析する際には、Loading Dyeに5倍容量の精製DNAを
添加する。ゲルにアプライする前に数回ピペッティングし、よく混和する。

Loading dyeには 3種類のマーカー色素（bromophenol blue、xylene cyanol、
orange G）が入っており、DNAの移動距離の予測とアガロースゲルの泳動時
間の至適化を容易に行なえます。色素の移動距離、アガロースゲルの濃度およ
び泳動バッファーとの相関関係はTable 2（英語版Handbook 15ページ）を参
照してください。
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QIAquick Gel Extraction Kitプロトコール
吸引マニホールドを利用する方法

QIAquickスピンカラムは、通常のルアーコネクター付き吸引マニホールド（例；
QIAvac Luer AdaptorsとQIAvac 6S/QIAvac 24 Plus）で使用できます。このプロト
コールは、TAEバッファーまたはTBEバッファーを使用した標準的なアガロースゲル
あるいは低温融解アガロースゲルから、吸引装置を利用して70 bpから10 kbの
DNAフラグメントを抽出、精製することを目的にデザインされました。1個のスピ
ンカラムにつき、最大400 mgのアガロースの処理が可能です。本キットはまた酵素
反応液からのDNAクリーンアップにも使用可能です（英語版Handbook 8ページ）。
本プロトコールを用いた酵素反応液からのDNAクリーンアップには、反応液に等量
のイソプロパノールと3倍容量のBuffer QGを加え混和します。ステップ4に記載さ
れているように吸引マニホールドをセットアップしてから、プロトコールのステッ
プ7に進みます。あるいはMinElute Reaction Cleanup Kitを使用します。

実験を始める前の重要事項

� Buffer QGはpHが7.5以下の時、黄色を示します。

� 使用前にエタノール（96～100％）をBuffer PEに添加します（添加容量は試
薬瓶のラベルを参照）。

� 一定で安定した吸引が行なわれるよう、操作ステップごとに吸引スイッチを必
ず一旦切ってください。

操作手順

1. 清潔で刃の鋭いメスを用いてDNAフラグメントを含むアガロースゲル部分を
切り取る。

余分なゲルを取り除いて、ゲルスライスのサイズが最小となるようにしてくだ
さい。

2. 無色のチューブにゲルスライスを入れ重量を測定する。ゲル（100 mgあるい
は約100 µl）に3倍容量のBuffer QGを添加する。

例えば、100 mgのゲルには、300 µlのBuffer QGを添加してください。ゲルの
濃度が2％を超える場合は、6倍容量のBuffer QGを添加してください。1個の
QIAquickカラムで処理できるゲルスライスの最大量は400 mgなので、スライ
スが400 mgを超える場合は2個以上のQIAquickカラムを使用してください。

3. 50℃で10分間（あるいはゲルが完全に溶解するまで）インキュベートする。
ゲルの溶解をよくするため、インキュベーション中、2～3分毎にチューブを
ボルテックスして溶液を混和する。

重要：アガロースを完全に溶解します。ゲルの濃度が2％を超える場合は、イ
ンキュベーション時間を長くします。

4. インキュベーションの間に吸引マニホールドとQIAquickカラムをステップ4a、
4b、4cに従って準備する。
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4a. QIAvac 24 Plus（英語版Handbook 33ページとFigure 7参照）：

QIAvac 24 Plusのルアースロットに最高24個までのQIAquickスピンカラムを
セットする。使用しない部分はルアープラグで塞ぎ、QIAvac 24 Plusを吸引装
置に接続する。

4b. QIAvac 6Sマニホールド（英語版Handbook 34ページとFigure 8参照）：

QIAvac 6Sリッドを開く。QIAvacのトッププレートのスロットにQIAvac Luer
Adapterを装着するか、使用しないスロットはブランクで塞ぐ。QIAvac 6Sリッ
ドを閉じる。QIAvac本体の内部に廃液トレイを設置後、QIAvac本体の上に
トッププレートをぴったりのせる。QIAvac 6Sを吸引装置に接続する。

マニホールド内のルアーアダプター上のルアーコネクターに各QIAquickカラ
ムを挿入する。使用しないルアーコネクターはQIAvac Luer Adapter Setに添付
されているプラグで塞ぐ。

4c. その他の吸引マニホールド：メーカーの説明書に従う。各QIAquickカラムを
ルアーコネクターに挿入する。

5. ゲルスライスが完全に溶解後、溶液の色が黄色であることを確認する（アガロー
ス溶解前のBuffer QGの色と同様）。

注：溶液の色がオレンジ色あるいは紫色の場合は、3Mの酢酸ナトリウム（pH
5.0）を10 µl添加して混和します。溶液の色が黄色に変わります。

DNAのQIAquickメンブレンへの吸着は、pHが7.5以下においてのみ効率的に
行なわれます。Buffer QGに含まれているpH指示薬は、pH 7.5以下で黄色、そ
れより高いpHではオレンジまたは紫色を呈するので、DNA結合に最適なpH
をチェックするのに大変便利です。

6. ゲルと等量のイソプロパノールをサンプル溶液に添加し、チューブを数回転倒
させて混和する。

例えば、100 mgのアガロースゲルスライスには、100 µlのイソプロパノール
を添加してください。このステップにより500 bp未満および4 kb以上のDNA
フラグメント収量が増加します。500 bp～4 kbのDNAフラグメントの収量は、
このイソプロパノール処理を追加しても変わりません。

この時点で遠心操作は行なわないでください。

7. DNAを結合させるために、サンプルをQIAquickカラムにアプライして吸引装
置のスイッチを入れる。サンプルが完全にカラムを通過した後、吸引装置のス
イッチを切る。

カラムへ1度に添加可能な最大容量は800 µlです。800 µlよりサンプル容量が
多い場合には、数回に分けて添加してください。

8. 推奨：500 µlのBuffer QGをQIAquickカラムに添加し吸引する。

このステップにより、残っているアガロースがすべて除去されます。DNAを
ダイレクトシークエンシング、in vitro転写反応、マイクロインジェクションな
どで使用する場合のみ、このステップを行ないます。
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9. 洗浄のため0.75 mlのBuffer PEをQIAquickカラムに添加し、吸引する。

注：精製したDNAを、平滑末端ライゲーションやダイレクトシークエンシン
グなどの塩に敏感なアプリケーションに用いる場合には、Buffer PEを添加後、
遠心操作を行なう前にカラムを2～5分間放置します。

10. 各QIAquickカラムを新しい1.5 mlのマイクロ遠心チューブあるいは2 mlのコ
レクションチューブ（添付）に移す。17,900 x g（～13,000 rpm）で1分間遠
心する。

重要：Buffer PE由来の残存エタノールを完全に除去するために、この遠心操作
が必要です。

11. 新しい1.5 mlのマイクロ遠心チューブにQIAquickカラムをのせる。

12. DNAの溶出を行なうために、50 µlのBuffer EB（10 mM Tris·Cl、pH 8.5）または水
（pH 7～8.5）をQIAquickメンブレンの中央に添加した後、カラムを17,900 x g
（13,000 rpm）で1分間遠心操作する。あるいはDNA濃度を高めるために、30 µl
の溶出バッファーをQIAquickメンブレンの中央にアプライし、1分間放置した
後に1分間遠心操作する。

重要：結合したDNAを完全に溶出するために、溶出バッファーをQIAquickメ
ンブレンに直接アプライします。50 µlの溶出バッファーを用いた場合の平均
溶出液量は48 µl、30 µlの溶出バッファーからの平均溶出液量は28 µlです。

溶出効率はpHに依存します。最大溶出効率はpH値が7.0～8.5で得られます。
溶出に水を使用する場合にはpH値がこの範囲にあることを確認し、緩衝作用
のない水では溶出したDNAが分解されやすいことを考慮して–20℃で保存し
ます。精製DNAはTEバッファー（10 mM Tris·Cl、1 mM EDTA、pH 8.0）でも
溶出できますが、EDTAが次に続く酵素反応を阻害することがあります。

13. 精製したDNAをゲルで解析する際には、Loading Dyeに5倍容量の精製DNAを
添加する。ゲルにアプライする前に数回ピペッティングし、よく混和する。

Loading dyeには 3種類のマーカー色素（bromophenol blue、xylene cyanol、
orange G）が入っており、DNAの移動距離の予測とアガロースゲルの泳動時
間の至適化を容易に行なえます。色素の移動距離、アガロースゲルの濃度およ
び泳動バッファーとの相関関係はTable 2（英語版Handbook 15ページ）を参
照してください。
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トラブルシューティングガイド
コメント

回収率が低い、あるいは全く回収されない

a） Buffer PEにエタノール
が含まれていない

b） 溶出バッファーが適切
でない

c） 溶出バッファーを適切
にアプライしていない

ゲル

d） ゲルスライスの溶解が
不十分

e） ゲル電気泳導用バッ
ファーのpHが高すぎ
る（結合溶液の色が
オレンジ、または紫に
なる）

f） ゲルスライスの量が
多すぎる（>400 mg）

使用前に必ずエタノールをBuffer PE（濃縮液）に加
える。正しく調製されたBuffer PEを用いて再度実験
を行なう。

DNAは低塩濃度のバッファー（例；Buffer EB：10 mM
Tris·Cl、pH 8.5）あるいは水でのみ効率的に溶出され
る。“Elution in low-salt solutions”（英語版Handbook
13ページ）参照。

メンブレンが完全にバッファーで覆われるように、
必ずQIAquickメンブレン表面の中央部分に溶出バッ
ファーを注入する。これは特に少量の溶出量（30 µl）
を用いる際に重要。

Buffer QGをゲルスライスに添加後、50℃でインキュ
ベーションを行なう間、2～3分毎にチューブをボル
テックスで混和する。溶解していないアガローススラ
イス中にDNAが残存する。

電気泳動バッファーを繰り返し何度も利用したり、
正しく調製しなかったために、サンプルのpHがBuffer
QGの緩衝作用限界を超えてしまい、DNAが効率的
に結合しない。10 µlの酢酸ナトリウム（3M、pH
5.0）をサンプルに添加し混和する。溶液の色が黄色
に変われば、DNA結合に適切なpHである。色の変化
が非常に小さい場合（ややオレンジがかった色の場
合）でも、酢酸ナトリウム10 µlを添加する。

QIAquickカラムあたり400 mg以下のゲルをアプラ
イした場合にのみ回収率は70～80％である。ゲル
スライスが400 mgより多い場合は複数のQIAquick
カラムを用いる。

ゲル：QIAquick Gel Extraction Kitについてのみの項目。

PCR：QIAquick PCR Purification Kitについてのみの項目。

その他の項目はすべてのキットに当てはまる。
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コメント

PCR

g） PCR産物が不十分
あるいはない

PCR/Gel

h） イソプロパノール添加
後、サンプル溶液が
濁ってゼリー状になる

i） 結合溶液の色がオレン
ジ、または紫になる

精製したDNAを用いて行なった実験（例：ライゲーション）で最適に作用しない

a） 溶出液中の塩濃度が
高すぎる

b） 溶出液中にエタノール
が残留している

ゲル

c） 溶出液中にアガロース
が混入

精製の前後にアガロースゲルに PCR産物の10％を
アプライして、DNA収量を調べる。

塩の沈殿が原因である可能性があり、この場合サンプ
ルを充分に混和することにより解消する。あるいはゲ
ルスライスが完全に溶解されていない。この場合、混
合液をQIAquickカラムにアプライし、遠心後さらに
0.5 mlのBuffer QGをカラムに添加する。室温（15～
25℃）で1分間放置後、遠心操作して次の操作に続
ける。この洗浄ステップで、残存するアガロースが溶
解する。

サンプルのpHがBuffer QGあるいはPBの緩衝作用限
界を超えている。20 µlの酢酸ナトリウム（3M、pH
5.0）をサンプルに添加し混和する。溶液の色が黄色
に変われば、DNA結合に適切なpHである。色の変
化が非常に小さい場合（オレンジ色の場合）でも、
10 µlの酢酸ナトリウムを添加する。

洗浄ステップで、750 µlのBuffer PEを添加後、室温で
5分間QIAquickカラムをインキュベートしてから遠
心する。

コレクションチューブ中の洗浄ステップのろ液を必
ず除去し、QIAquickカラムを17,900 x g（～13,000
rpm）でさらに1分間遠心操作を行なったことを確認
する。

ゲルスライスの溶解が不完全、または重量が400 mg
を超える。Buffer QGによるカラムの洗浄ステップ
（オプション）を繰り返す。
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PCR

d） 溶出液中にプライ
マー・ダイマーが混入

e） 分析ゲル上でスメアと
して観察される変性
ssDNAが溶出液に
含まれている

形成されたプライマー・ダイマーが20 bpより長く、
完全に除去されていない。結合ステップの後で、
QIAquickカラムを750 µlの35％塩酸グアニジン水溶
液（35 g/100 ml）で洗浄する。この後、続けてプロト
コールのBuffer PEによる洗浄ステップと溶出ステップ
へ進む。

続く酵素反応の際、酵素を除いた反応溶液（但し溶出
したDNAを含む）を用意する。ssDNAを再びアニー
リングするために、用意した反応液を95℃で2分間
インキュベート後、ゆっくりと室温（15～25℃）ま
で冷却する。酵素を加え、通常の操作へと進む。ある
いは 10 mM NaClを含む 10 mM Trisバッファーで
DNAを溶出する。塩および緩衝剤がDNA鎖の再会合
を促進する。但しこの場合、溶出液の塩濃度について
は後のアプリケーションを考慮しなければならない。
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Memo
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