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プロトコール：QIAamp Blood Midi Kitを用いた全血
からの DNA精製（スピンプロトコール）
本プロトコールは最高 2 mlの全血からのゲノム DNA分離用です。

実験を始める前の重要事項

■■ テキスト中、全血 0.3～ 1 mlからの精製は▲、全血 1～ 2 mlからの精製は●
で印しています。

■■ 2 x 107個以上の白血球細胞を使用しないでください。サンプルが 2 x 107個
以上の白血球細胞を含む場合は、QIAamp DNA Blood Maxi Kitを使用してく
ださい。

■■ 全ての遠心操作は室温（15～ 25℃）で行ないます。固定ローターは使用しな
いでください。

■■ 白血球細胞数が少ないサンプル（例えば 20,000ゲノム数以下）の場合は、キャ
リア DNAを操作の初めに添加します。キャリア DNAは血液中の DNAと一
緒に精製されます。キャリア DNAが PCRのようなダウンストリーム解析を妨
害しないことを確認してください。

実験を始める前の準備事項

■■ 実験開始前にサンプルを室温（15～ 25℃）にする。

■■ プロトコールのステップ 4で使用するインキュベーターを 70℃にする。

■■ Buffer AW1、Buffer AW2および QIAGEN Proteaseを英語版 Handbook 18、
19ページの指示に従い調製する。

■■ Buffer AL中に沈澱物がある場合は、56℃で溶解する。

操作手順

1. 15 ml遠心分離チューブ（別売）の底に▲ 100 µlあるいは● 200 µlの QIAGEN 
Proteaseをピペッティングする。

2. 血液▲ 0.3～ 1 mlあるいは● 1～ 2 mlを添加し、簡単に混和する。

必要なら遠心チューブに添加する前に血液サンプルを PBSで最高▲ 1 mlある
いは● 2 mlに調節します。
注：遠心チューブに既に分注されているサンプルにQIAGEN Protease（また
は Protease K）を添加できます。この場合、酵素添加後に完全に混和すること
が重要です。
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3. Buffer AL ▲ 1.2 mlあるいは● 2.4 mlを添加し、チューブを 15回転倒後、少
なくとも 1分間激しくボルテックスして完全に混和する。複数のチューブを
同時に転倒させるには、チューブの入ったラックを空のラックで固定し、両方
のラックをつかんで同時に転倒させる。

完全な溶解のために、サンプルと Buffer ALを十分にミックスして、完全に均一
な溶液にしてください。

注：QIAGEN Proteaseを Buffer ALに直接添加しないでください。
4. 70℃で 10分間インキュベートする。

DNA収量は 70℃、10分間の溶解後に最高に達します。インキュベーション
時間の延長は精製される DNAの収量には影響しません。

5. サンプルにエタノール（96～ 100％） ▲ 1 mlあるいは● 2 mlを添加し、チュー
ブを 10回転倒後、激しくボルテックスして完全に混和する。

効率的な結合条件のためには、サンプルとエタノールが十分にミックスし、 
完全に均一な溶液になっていることが大切です。

注：96～ 100％エタノールを必ず使用してください。エタノール以外のアル
コールを使用すると収量および純度が低下することがあります。メタノールや
メチルエチルケトンなどの物質を含む変性アルコールは使用しないでくだ 
さい。

6. ステップ 5の▲全量あるいは●半量をカラムの縁を濡らさないように注意し
て15 ml遠心チューブ（添付）中のQIAamp Midiカラムに移す。蓋を閉めて1,850 
x g（3,000 rpm）で 3分間遠心分離する。▲ステップ 8（ステップ 7を飛ばす）
あるいは●ステップ 7で処理する。

▲最初のサンプル容量が 1 ml以下の場合には、上記ステップでQIAamp Midi
カラムにライセートを全てアプライします。ステップ 7を飛ばして、ステッ
プ 8に進んでください。
QIAamp Midiカラムにライセートをアプライする場合に、15 ml遠心チュー
ブについている蓋の溝まで注入すれば、操作はより簡便になります。

溶液が完全にメンブレンを通過しなかった場合には、もう一度少し速めの速度
で遠心操作を行ないます。

蓋をきつく閉めすぎないでください。音がするまで蓋を閉めると遠心操作中に
蓋がゆるみ、遠心機を傷めることがありますので注意してください。

注：蓋を閉めた状態でも、カラムの縁の通風用のスロットから溶液が漏れるこ
とがありますので、蓋を閉めたQIAamp Midiカラムは必ず上向きにしたまま
にしてください。
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7. ● QIAamp Midiカラムを取り除き、ろ液を棄て、QIAamp Midiカラムを 15 ml
遠心チューブに戻す。ステップ 5の残りの溶液を QIAamp Midiカラムにアプ
ライする。蓋を閉めて 1,850 x g（3,000 rpm）で 3分間遠心分離する。

▲ 1 ml以下の血液で実験を始める場合には本ステップは必要ありません。ス
テップ 8の操作に進んでください。
注：QIAamp Midiカラムを 15 ml遠心チューブに戻す前に、チューブの外側に
ついているろ液は拭き取ってください。

QIAamp Midiカラムの縁を濡らさないように注意し、遠心分離中のクロスコ
ンタミを避けるために、各カラムに蓋をしてください。溶液が完全に通過しな
かった場合には、もう一度少し速めの速度で遠心操作を行ないます。

8. QIAamp Midiカラムを取り除き、ろ液を棄て、QIAamp Midiカラムを 15 ml
遠心チューブに戻す。

注：QIAamp Midiカラムを 15 ml遠心チューブに戻す前に、チューブの外側に
ついているろ液は拭き取ってください。

ろ液を除去しない場合、QIAamp Midiカラムのノズルがろ液に沈んで、溶液
の通過が完全に行なわれないことがあります。

9. カラムの縁を濡らすことなく注意深く 2 mlの Buffer AW1を QIAamp Midiカ
ラムに添加する。蓋を閉めて 4,500 x g（5,000 rpm）で 1分間遠心分離する。

注：このステップでは、ろ液を除去する必要はありません。直ぐにステップ
10に進んでください。

10. カラムの縁を濡らすことなく注意深く 2 mlの Buffer AW2を、QIAamp Midiカ
ラムに添加する。蓋を閉めて 4,500 x g（5,000 rpm）で 15分間遠心分離する。

注：遠心分離の時間を延ばすことにより、溶出前にQIAamp Midiカラムから
Buffer AW2を完全に除去することができます。遠心力が 4,000 x g以下の場
合には、残っているアルコールを蒸発させるために 70℃で 10分間インキュ
ベートすることをお薦めします。溶出液中の残留エタノールは、PCRを阻害
する原因となり、誤った結果につながります。

11. 新しい 15 ml遠心チューブ（添付）に QIAamp Midiカラムを移し、ろ液の入っ
たチューブは除去する。

注：QIAamp Midiカラムを 15 ml遠心チューブに戻す前に、チューブの外側
についているろ液は拭き取ってください。

12. 室温（15～ 25℃）にした Buffer AEあるいは精製水▲ 200 µlあるいは● 300 µl
を QIAamp Midiカラムのメンブレン上に直接ピペッティングして蓋を閉める。
室温で 5分間インキュベートした後、4,500 x g（5,000 rpm）で 2分間遠心分
離する。

精製水で溶出した DNAは酸性加水分解をおこすので、長期間 DNAを保存 
する場合には Buffer AEで溶出後、分注して –20℃で保存することをお薦めし
ます。
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13. 高濃度の DNAが必要な場合にはステップ 13a、最高の DNA収量が必要な場
合にはステップ 13bへ進む。

注：制限酵素反応およびサザンブロットなどのアプリケーションには高濃度
DNAが必要です。その他のアプリケーションには DNAのトータル収量が多
いステップの方が適しています（溶出効率に関する詳細な情報は英語版 Hand-
book 13ページ、Table 2Aおよび 2Bを参照）。

13a. 最高濃度用：DNAを含む溶出液（▲ 200 µlあるいは● 300 µl）を QIAamp 
Midiカラムのメンブレン上にもう 1度ロードして蓋を閉める。室温で 5分間
インキュベートした後、4,500 x g（5,000 rpm）で 2分間遠心分離する。

注：カラムからの溶出量が▲ 200 µlあるいは● 300 µl以下に減少しますが、
DNA収量には影響しません。

13b. 最高収量用：室温に戻した Buffer AEあるいは精製水（▲ 200 µlあるいは●
300 µl）を QIAamp Midiカラムのメンブレン上に直接ピペッティングでアプ
ライする。蓋を閉め、室温で 5分間インキュベートした後、4,500 x g（5,000 
rpm）で 2分間遠心分離する。

注：カラムからの溶出量が▲ 200 µlあるいは● 300 µl以下に減少しますが、
DNA収量には影響しません。
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プロトコール：QIAamp Blood Maxi Kitを用いた全血
からの DNA精製（スピンプロトコール）
本プロトコールは最高 10 mlの全血からのゲノム DNA分離用です。

実験を始める前の重要事項

■■ テキスト中、全血 3～ 5 mlからの精製は▲、全血 5～ 10 mlからの精製は●
で印しています。

■■ 1 x 108個以上の白血球細胞を使用しないでください。

■■ 全ての遠心操作は室温（15～ 25℃）で行ないます。固定ローターは使用しな
いでください。

■■ サンプル中の白血球細胞数が少ない（例えば 100,000ゲノム数以下）場合は、
キャリア DNAを操作の初めに添加します。キャリア DNAは血液中の DNA
と一緒に精製されます。キャリア DNAが PCRのようなダウンストリームの解
析を妨害しないことを確認してください。

実験を始める前の準備事項

■■ 実験開始前にサンプルを室温（15～ 25℃）にする。

■■ プロトコールのステップ 4で使用するインキュベーターを 70℃にする。

■■ Buffer AW1、Buffer AW2および QIAGEN Proteaseを英語版 Handbook 18、
19ページの指示に従い調製する。

■■ Buffer AL中に沈澱物がある場合は、56℃で溶解する。

操作手順

1. 50 ml遠心分離チューブ（別売）の底に 500 µlのQIAGEN Proteaseをピペッティ
ングする。

2. 血液▲ 3～ 5 mlあるいは● 5～ 10 mlを添加し、簡単に混和する。

必要なら遠心チューブに添加する前に血液サンプルを PBSで最高▲ 5 mlある
いは● 10 mlに調節します。
注：遠心チューブに既に分注されているサンプルにQIAGEN Protease（また
は Protease K）を添加できます。この場合、酵素添加後に完全に混和すること
が重要です。

3. Buffer AL ▲ 6 mlあるいは● 12 mlを添加し、チューブを 15回転倒後、少な
くとも 1分間激しくボルテックスして完全に混和する。複数のチューブを同
時に転倒させるには、チューブの入ったラックを空のラックで固定し、両方の
ラックをつかんで、同時に転倒させる。

完全な溶解のために、サンプルと Buffer ALを十分にミックスして、完全に均一
な溶液にしてください

注：QIAGEN Protease を Buffer ALに直接添加しないでください。
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4. 70℃で 10分間インキュベートする。

DNA収量は 70℃、10分間の溶解後に最高に達します。インキュベーション
時間の延長は精製される DNAの収量には影響しません。

5. サンプルにエタノール（96～100％） ▲5 mlあるいは●10 mlを添加し、チュー
ブを 10回転倒後、激しくボルテックスして完全に混和する。

効率的な結合条件のためには、サンプルとエタノールが十分にミックスし、 
完全に均一な溶液になっていることが大切です。

注：96～ 100％エタノールを必ず使用してください。エタノール以外のアル
コールを使用すると収量および純度が低下することがあります。メタノールや
メチルエチルケトンなどの物質を含む変性アルコールは使用しないでくだ 
さい。

6. ステップ 5の▲全量あるいは●半量をカラムの縁を濡らさないように注意し
て 50 ml遠心チューブ（添付）中の QIAamp Maxiカラムに移す。蓋を閉めて
1,850 x g（3,000 rpm）で 3分間遠心分離する。▲ステップ 8（ステップ 7を
飛ばす）あるいは●ステップ 7に進む。

▲最初のサンプル容量が 5 ml以下の場合には、上記ステップでQIAamp Maxi
カラムにライセートを全てアプライします。ステップ 7を飛ばして、ステッ
プ 8に進んでください。
QIAamp Maxiカラムにライセートをアプライする場合に、50 ml遠心チュー
ブについている蓋の溝まで注入すれば、操作はより簡便になります。

溶液が完全にメンブレンを通過しなかった場合には、もう一度少し速めの速度
で遠心操作を行ないます。

蓋をきつく閉めすぎないでください。音がするまで蓋を閉めると遠心操作中に
蓋がゆるみ、遠心機を傷めることがありますので注意してください。

注：蓋を閉めた状態でも、カラムの縁の通風用のスロットから溶液が漏れるこ
とがありますので、蓋を閉めたQIAamp Maxiカラムは必ず上向きにしたまま
にしてください。

7. ● QIAamp Maxiカラムを取り除き、ろ液を棄て、QIAamp Maxiカラムを 50 ml
遠心チューブに戻す。ステップ 5の残りの溶液を QIAamp Maxiカラムにアプ
ライする。蓋を閉めて 1,850 x g（3,000 rpm）で 3分間遠心分離する。

▲ 5 ml以下の血液で実験を始める場合には本ステップは必要ありません。ス
テップ 8の操作に進んでください。
注：QIAamp Maxiカラムを 50 ml遠心チューブに戻す前に、チューブの外側
についているろ液は拭き取ってください。

QIAamp Maxiカラムの縁を濡らさないように注意し、遠心分離中のクロスコ
ンタミを避けるために、各カラムに蓋をしてください。溶液が完全に通過しな
かった場合には、もう一度少し速めの速度で遠心操作を行ないます。
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8. QIAamp Maxiカラムを取り除き、ろ液を棄て、QIAamp Maxiカラムを 50 ml
遠心チューブに戻す。

注：QIAamp Maxiカラムを 50 ml遠心チューブに戻す前に、チューブの外側
についているろ液は拭き取ってください。

ろ液を除去しない場合、QIAamp Maxiカラムのノズルがろ液に沈んで、溶液
の通過が完全に行なわれないことがあります。

9. カラムの縁を濡らすことなく注意深く 5 mlの Buffer AW1を QIAamp Maxiカ
ラムに添加する。蓋を閉めて 4,500 x g（5,000 rpm）で 1分間遠心分離する。

注：このステップでは、ろ液を除去する必要はありません。直ぐにステップ
10に進んでください。

10. カラムの縁を濡らすことなく注意深く 5 mlの Buffer AW2を、QIAamp Maxiカ
ラムに添加する。蓋を閉めて 4,500 x g（5,000 rpm）で 15分間遠心分離する。

注：遠心分離時間を延ばすことにより、溶出前に QIAamp Maxiカラムから
Buffer AW2を完全に除去することができます。遠心力が 4,000 x g以下の場
合には、残っているアルコールを蒸発させるために 70℃で 10分間インキュ
ベートすることをお薦めします。溶出液中の残留エタノールは、PCRを阻害
する原因となり、誤った結果につながります。

11. 新しい 50 ml遠心チューブ（添付）に QIAamp Maxiカラムを移し、ろ液の入っ
たチューブは除去する。

注：QIAamp Maxiカラムを 50 ml遠心チューブに戻す前に、チューブの外側
についているろ液は拭き取ってください。

12. 室温（15～ 25℃）にした Buffer AEあるいは精製水（▲ 600 µlあるいは● 1 ml）
を QIAamp Maxiカラムのメンブレン上に直接ピペッティングして蓋を閉める。
室温で 5分間インキュベートした後、4,500 x g（5,000 rpm）で 2分間遠心分
離する。

精製水で溶出した DNAは酸性加水分解をおこすので、長期間 DNAを保存す
る場合には Buffer AEで溶出後、分注して –20℃で保存することをお薦めします。

13. 高濃度の DNAが必要な場合にはステップ 13a、最高の DNA収量が必要な場
合にはステップ 13bへ進む。

注：制限酵素反応およびサザンブロットなどのアプリケーションには高濃度
DNAが必要です。その他のアプリケーションには DNAのトータル収量が多
いステップの方が適しています（溶出効率に関する詳細な情報は英語版 Hand-
book 13ページ、Table 2Aおよび 2Bを参照）。

13a. 最高濃度用：DNAを含む溶出液（▲ 600 µlあるいは● 1 ml）を QIAamp Maxi
カラムのメンブレン上にもう 1度ロードして蓋を閉める。室温で 5分間イン
キュベートした後、4,500 x g（5,000 rpm）で 5分間遠心分離する。

注：カラムからの溶出量が▲ 600 µlあるいは● 1 ml以下に減少しますが、
DNA収量には影響しません。
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13b. 最高収量用：室温に戻した Buffer AEあるいは精製水（▲ 600 µlあるいは● 
1 ml）を QIAamp Maxiカラムのメンブレン上に直接ピペッティングでアプラ
イする。蓋を閉め、室温で 5分間インキュベートした後、4,500 x g（5,000 
rpm）で 5分間遠心分離する。

注：カラムからの溶出量が▲ 600 µlあるいは● 1 ml以下に減少しますが、
DNA収量には影響しません。



10 QIAamp DNA Blood Midi/Maxiプロトコールとトラブルシューティング  04/2010

プロトコール：QIAamp Blood Midi Kitを用いた全血
からの DNA精製（吸引プロトコール）
本プロトコールは最大 2 mlの全血からのゲノム DNA分離用です。

実験を始める前の重要事項

■■ テキスト中、全血 0.3～ 1 mlからの精製は▲、全血 1～ 2 mlからの精製は●
で印しています。

■■ 2 x 107個以上の白血球細胞を使用しないでください。サンプルが 2 x 107個
以上の白血球細胞を含む場合は、QIAamp DNA Blood Maxi Kitを使用してく
ださい。

■■ ステップ中に一定した均一の吸引力を保持するために、全吸引操作中は吸引 
ポンプのスイッチを切らず、ステップ間はメインの吸引バルブを閉じるように
してください（英語版 Handbook 17ページ、Figure 3）。

■■ 全ての遠心操作は室温（15～ 25℃）で行ないます。固定ローターは使用しな
いでください

■■ サンプル中の白血球細胞数が少ない（例えば 20,000ゲノム数以下）場合は、
キャリア DNAを操作の初めに添加します。キャリア DNAは血液中の DNA
と一緒に精製されます。キャリア DNAが PCRのようなダウンストリームの解
析を妨害しないことを確認してください。

実験を始める前の準備事項

■■ 実験開始前にサンプルを室温（15～ 25℃）にする。

■■ プロトコールのステップ 4で使用するインキュベーターを 70℃にする。

■■ Buffer AW1、Buffer AW2および QIAGEN Proteaseを英語版 Handbook 18、
19ページの指示に従い調製する。

■■ Buffer AL中に沈澱物がある場合は、56℃で溶解する。

■■ 英語版 Handbook 15～ 17ページ、“Processing QIAamp Midi and QIAamp Maxi 
spin columns on the QIAvac 24 Plus”に従ってQIAvac 24 Plusをセットする。

操作手順

1. 15 ml遠心分離チューブ（添付）の底に▲ 100 µlあるいは● 200 µlの QIAGEN 
Proteaseをピペッティングする。

2. 血液▲ 0.3～ 1 mlあるいは● 1～ 2 mlを添加し、簡単に混和する。

必要なら遠心チューブに添加する前に血液サンプルを PBSで最高▲ 1 mlある
いは● 2 mlに調節します。
注：遠心チューブに既に分注されているサンプルにQIAGEN Protease（また
は Protease K）を添加できます。この場合、酵素添加後に完全に混和すること
が重要です。
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3. Buffer AL ▲ 1.2 mlあるいは● 2.4 mlを添加し、チューブを 15回転倒後、少
なくとも 1分間激しくボルテックスして完全に混和する。複数のチューブを
同時に転倒させるには、チューブの入ったラックを空のラックで固定し、両方
のラックをしっかりつかんで、同時に転倒させる。

完全な溶解のために、サンプルと Buffer ALを十分にミックスして、完全に均一
な溶液にしてください。

注：QIAGEN Proteaseを Buffer ALに直接添加しないでください。
4. 70℃で 10分間インキュベートする。

DNA収量は 70℃、10分間の溶解後に最高に達します。インキュベーション
時間の延長は精製される DNAの収量には影響しません。

5. サンプルにエタノール（96～ 100％） ▲ 1 mlあるいは● 2 mlを添加し、チュー
ブを 10回転倒後、ボルテックスして完全に混和する。

効率的な結合条件のためには、サンプルとエタノールが十分にミックスし、完
全に均一な溶液になっていることが大切です。

注：96～ 100％エタノールを必ず使用してください。エタノール以外のアル
コールを使用すると収量および純度が低下することがあります。メタノールや
メチルエチルケトンなどの物質を含む変性アルコールは使用しないでくだ 
さい。

6. QIAamp Midiカラムを VacConnector（オプション）あるいは吸引マニフォー
ルドの VacValveに直接挿入する。それぞれの VacValveを開く。メインの吸引
バルブを閉じ、吸引ポンプのスイッチを入れる。

15 mlの遠心チューブはステップ 12の遠心操作に使用することができます。
7. ステップ 5の混合液を▲全量あるいは●半量取り、カラムの縁を濡らさないよ

うに注意して QIAamp Midiカラムに移す。メインの吸引バルブを開く。サン
プルの流速が異なる場合は、ライセートが既に通過した VacValveを閉じ、残
りのカラムで一定の吸引が行なわれるようにする。全てのライセ－トがカラム
を通過後、メインの吸引バルブを閉じる。▲ステップ 9（ステップ 8を飛ばす）
あるいは●ステップ 8の操作を行なう。

▲最初のサンプル容量が 1 ml以下の場合には、上記と同様にQIAamp Midiカ
ラムにライセートを全て移します。ステップ 8を飛ばしてステップ 9に直接
続けます。

8. ● VacValveを開き、カラムの縁を濡らさないように注意してステップ 5から
の残りの溶液半量を QIAamp Midiカラムにアプライする。メインの吸引バル
ブを開く。サンプルの流速が異なる場合は、ライセートが既に通過した Vac-
Valveを閉じ、残りのカラムに一定の吸引が行なわれるようにする。全てのラ
イセ－トがカラムを通過後、メインの吸引バルブを閉じる。

▲最初のサンプル容量が1 ml以下の場合にはこのステップは不要です。ステッ
プ 9に直接続けます。



12 QIAamp DNA Blood Midi/Maxiプロトコールとトラブルシューティング  04/2010

9. VacValveを開き、カラムの縁を濡らさないように注意して 4 mlの Buffer AW1
を QIAamp Midiカラムに添加する。メインの吸引バルブを開く。Buffer AW1
がすべてカラムを通過後、メインの吸引バルブを閉じる。

サンプルの流速が異なる場合は、Buffer AW1が既に通過した VacValveを閉じ、
残りのカラムに一定の吸引が行なわれるようにします。

10. VacValveを開き、縁を濡らさないように注意して 4 mlの Buffer AW2を QIAamp 
Midiカラムに添加する。メインの吸引バルブを開く。Buffer AW2が全てカラム
を通過後、VacValveを閉じる。

サンプルの流速が異なる場合は、Buffer AW2が既に通過した VacValveを閉じ、
残りのカラムに一定の吸引が行なわれるようにします。

11. メンブレンを乾燥するためにそれぞれ個別に VacValveを 10秒間開く。その
後すべての VacValveを開き、さらにメンブレンを 15分間吸引・乾燥する。

注：溶出液中の残留エタノールは、PCRを阻害する原因となり、誤った結果に
つながります。本ステップでのメンブランの乾燥はこれを防ぐことができます。

12. 吸引ポンプのスイッチを切り、QIAamp Midiカラムを 15 mlの遠心チューブ 
（ステップ 6で取っておいたチューブ）にセットする。

注：QIAamp Midiカラムを 15 ml遠心チューブ（ステップ 6で取っておいた
チューブ）にセットする前に、ウエットティッシュでチューブの外側について
いるろ液は拭き取ってください。

13. 室温（15～ 25℃）にした Buffer AEあるいは精製水（▲ 200 µlあるいは●
300 µl）を QIAamp Midiカラムのメンブレン上に直接添加して蓋を閉める。
室温で 5分間インキュベート後、4,500 x g（5,000 rpm）で 2分間遠心分離
する。

精製水で溶出した DNAは酸性加水分解をおこすので、長期間 DNAを保存す
る場合には Buffer AEで溶出後、分注して –20℃で保存することをお薦めします。

14. 高濃度の DNAが必要な場合にはステップ 14a、最高の DNA収量が必要な場
合にはステップ 14bへ進む。

注：制限酵素反応およびサザンブロットなどのアプリケーションには高濃度
DNAが必要です。その他のアプリケーションには DNAのトータル収量が多
いステップの方が適しています（溶出効率に関する詳細な情報は英語版 Hand-
book 13ページ、Table 2Aおよび 2B）。

14a. 最高濃度の DNAを得るために：DNAを含む溶出液（▲ 200 µlあるいは●
300 µl）を QIAamp Midiカラムのメンブレン上にもう 1度ロードして蓋を閉
める。室温で 5分間インキュベートした後、4,500 x g（5,000 rpm）で 2分
間遠心分離する。

注：溶出量が▲ 200 µlあるいは● 300 µl以下に減少しますが、DNA収量に
は影響しません。
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14b. 最高 DNA収量のために：室温に戻した Buffer AEあるいは精製水（▲ 200 µl
あるいは● 300 µl）を QIAamp Midiカラムのメンブレン上に直接ピペッティ
ングして蓋を閉める。室温で 5分間インキュベートした後、4,500 x g（5,000 
rpm）で 2分間遠心分離する。

注：溶出量が▲ 200 µlあるいは● 300 µl以下に減少しますが、DNA収量に
は影響しません。
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プロトコール：QIAamp Blood Maxi Kitを用いた全血
からの DNA精製（吸引プロトコール）
本プロトコールは最高 10 mlの全血からのゲノム DNA分離用です。

実験を始める前の注意事項

■■ テキスト中、全血 3～ 5 mlからの精製は▲、5～ 10 mlからの精製は●で印
しています。

■■ 1 x 108個以上の白血球細胞を使用しないでください。

■■ ステップ中に一定した均一の吸引力を保持するために、全吸引操作中は吸引ポ
ンプのスイッチを切らず、操作ステップの間はメインの吸引バルブを閉じるよ
うにしてください（英語版 Handbook 17ページ、Figure 3参照）。

■■ すべての遠心操作は室温（15～ 25℃）で行なってください。固定ローターは
使用しないでください。

■■ 白血球細胞数が少ないサンプル（例；100,000ゲノム数以下）に関しては、
操作の初めにキャリア DNAを追加してください。キャリア DNAは血液中の
DNAと一緒に精製されます。キャリア DNAが PCRのようなダウンストリー
ム解析を妨害しないことを確認してください。

実験を始める前の準備事項

■■ 実験開始前にサンプルを室温（15～ 25℃）にする。

■■ ステップ 4で使用するインキュベーターを 70℃にする。

■■ Buffer AW1、Buffer AW2および QIAGEN Proteaseを英語版 Handbook 18、
19ページの指示に従い調製する。

■■ Buffer AL中に沈澱物がある場合は、56℃で溶解する。

■■ 英語版 Handbook 15～ 17ページの“Processing QIAamp Midi and QIAamp 
Maxi spin columns on the QIAvac 24 Plus”に従ってQIAvac 24 Plusをセット
する。

操作手順

1. 50 ml遠心分離チューブ（添付）の底に 500 µlのQIAGEN Proteaseをピペッティ
ングする。

2. 血液▲ 3～ 5 mlあるいは● 5～ 10 mlを添加し、簡単に混和する。

必要なら遠心チューブに添加する前に血液サンプルを PBSで最高▲ 5 mlある
いは● 10 mlに調節します。
注：遠心チューブに既に分注されているサンプルにQIAGEN Protease（また
は Protease K）を添加できます。この場合、酵素添加後に完全に混和すること
が重要です。
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3. Buffer AL ▲ 6 mlあるいは● 12 mlを添加し、チューブを 15回転倒後、少な
くとも 1分間激しくボルテックスして完全に混和する。複数のチューブを同
時に転倒させるには、チューブに入ったラックを空のラックで固定し、両方の
ラックをつかんで、同時に転倒させる。

完全な溶解のために、サンプルと Buffer ALを十分にミックスして、完全に均一
な溶液にしてください

注：QIAGEN Proteaseを Buffer ALに直接添加しないでください。
4. 70℃で 10分間インキュベートする。

DNA収量は 70℃、10分間の溶解後に最高に達します。インキュベーション
時間の延長は精製される DNAの収量には影響しません。

5. サンプルにエタノール（96～100％） ▲5 mlあるいは●10 mlを添加し、チュー
ブを 10回転倒後、激しくボルテックスして完全に混和する。

効率的な結合条件のためには、サンプルとエタノールが十分にミックスし、 
完全に均一な溶液になっていることが大切です。

注：96～ 100％エタノールを必ず使用してください。エタノール以外のアル
コールを使用すると収量および純度が低下することがあります。メタノールや
メチルエチルケトンなどの物質を含む変性アルコールは使用しないでくだ 
さい。

6. QIAamp Maxiカラムを VacConnector（オプション）あるいは吸引マニフォー
ルドの VacValveに直接挿入する。それぞれの VacValveを開く。メインの吸引
バルブを閉じ、吸引ポンプのスイッチを入れる。

50 mlの遠心チューブはステップ 12の遠心操作に使用することができます。
7. ステップ 5の混合液を▲全量あるいは●半量取り、カラムの縁を濡らさないよ

うに注意して QIAamp Maxiカラムに移す。メインの吸引バルブを開く。サン
プルの流速が異なる場合は、ライセートが既に通過した VacValveを閉じ、残
りのカラムで一定の吸引が行なわれるようにする。全てのライセ－トがカラム
を通過後、メインの吸引バルブを閉じる。▲ステップ 9（ステップ 8を飛ばす）
あるいは●ステップ 8の操作を行なう。

▲最初のサンプル容量が 5 ml以下の場合には、上記と同様に QIAamp Maxi
カラムにライセートを全て移します。ステップ 8を飛ばしてステップ 9に直
接続けます。

8. ● VacValveを開き、カラムの縁を濡らさないように注意してステップ 5からの
残りの溶液半量を QIAamp Maxiカラムにアプライする。メインの吸引バルブ
を開く。サンプルの流速が異なる場合は、ライセートが既に通過した VacValve
を閉じ、残りのカラムに一定の吸引が行なわれるようにする。全てのライセ－
トがカラムを通過後、メインの吸引バルブを閉じる。

▲最初のサンプル容量が5 ml以下の場合にはこのステップは不要です。ステッ
プ 9に直接続けます。
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9. VacValveを開き、カラムの縁を濡らさないように注意して 15 mlの Buffer 
AW1を QIAamp Maxiカラムに添加する。メインの吸引バルブを開く。Buffer 
AW1が全てカラムを通過後、メインの吸引バルブを閉じる。

サンプルの流速が異なる場合は、Buffer AW1が既に通過した VacValveを閉じ、
残りのカラムに一定の吸引が行なわれるようにします。

10. VacValveを開き、縁を濡らさないように注意して 15 mlの Buffer AW2を
QIAamp Maxiカラムに添加する。メインの吸引バルブを開く。Buffer AW2が
全てカラムを通過後、VacValveを閉じる。

サンプルの流速が異なる場合は、Buffer AW2が既に通過した VacValveを閉じ、
残りのカラムに一定の吸引が行なわれるようにします。

11. メンブレンを乾燥するためにそれぞれ個別に VacValveを 10秒間開く。その
後すべての VacValveを開き、さらにメンブレンを 15分間吸引・乾燥する。

注：溶出液中の残留エタノールは PCRを阻害する原因となり、誤った結果につ
ながります。本ステップでのメンブランの乾燥はこれを防ぐことができます。

12. 吸引ポンプのスイッチを切り、QIAamp Maxiカラムを 50 mlの遠心チューブ 
（ステップ 6で取っておいたチューブ）にセットする。

注：QIAamp Maxiカラムを 50 ml遠心チューブ（ステップ 6で取っておいた
チューブ）にセットする前に、ウエットティッシュでチューブの外側について
いるろ液は拭き取ってください。

13. 室温（15～ 25℃）にした Buffer AEあるいは精製水（▲ 600 µlあるいは● 
1 ml）を QIAamp Maxiカラムのメンブレン上に直接添加して蓋を閉める。室
温で 5分間インキュベート後、4,500 x g（5,000 rpm）で 2分間遠心分離する。

精製水で溶出した DNAは酸性加水分解をおこすので、長期間 DNAを保存す
る場合には Buffer AEで溶出後、分注して –20℃で保存することをお薦めします。

14. 高濃度の DNAが必要な場合にはステップ 14a、最高の DNA収量が必要な場
合にはステップ 14bへ進む。

注：制限酵素反応およびサザンブロットなどのアプリケーションには高濃度
DNAが必要です。その他のアプリケーションには DNAのトータル収量が多
いステップの方が適しています（溶出効率に関する詳細な情報は英語版 Hand-
book 13ページ、Table 2Aおよび 2B）。

14a. 最高濃度の DNAを得るために：DNAを含む溶出液（▲ 600 µlあるいは● 
1 ml）を QIAamp Maxiカラムのメンブレン上にもう 1度ロードして蓋を閉め
る。室温で 5分間インキュベートした後、4,500 x g（5,000 rpm）で 2分間
遠心分離する。

注：溶出量が▲ 600 µlあるいは● 1 ml以下に減少しますが、DNA収量には
影響しません。
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14b. 最高 DNA収量のために：室温に戻した Buffer AEあるいは精製水（▲ 600 µlあ
るいは● 1 ml）を QIAamp Maxiカラムのメンブレン上に直接ピペッティング
して蓋を閉める。室温で 5分間インキュベートした後、4,500 x g（5,000 rpm）
で 2分間遠心分離する。

注：溶出量が▲ 600 µlあるいは● 1 ml以下に減少しますが、DNA収量には
影響しません。
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トラブルシューティング
コメント

洗浄後 QIAamp Midi/Maxiカラム上に有色の残留物が見られる

a）  サンプルと Buffer AL 
とのミックスが不十分
なために細胞溶解が 
不完全

新しいサンプルで再度 DNA精製を行なう。

b）  ライセートをQIAamp 
Midi/Maxiカラムに
ロードする前に 
エタノールを未添加

新しいサンプルで再度 DNA精製を行なう。

c）  Buffer AW1あるいは
AW2の調製が不正確

Buffer AW1および AW2濃縮液をエタノールで正確
に希釈したか確認する。新しいサンプルで再度 DNA
精製を行なう。

d）  動物血液を調製 ヘモグロビンはある動物種（例；サルおよびマウス）
の血液からは除去するのが困難で、続いて行なう実
験に影響を及ぼすこともある。Buffer AW1による洗
浄ステップを追加して行なう。

次回の調製で血液量を減らす。QIAGEN Proteaseの
代わりに Proteinase Kを使用する。

溶出溶液中に DNAが少ないか皆無

a）  サンプル中の細胞濃度
が低い

サンプル量を増加し、QIAamp Midi/Maxiカラムに
数回に分けてロードする。Buffer AEでの溶出量を減
少する（英語版 Handbook 12ページ参照）。新しい
サンプルで再度 DNA精製を行なう。

b）  サンプルと Buffer AL 
とのミックスが不十分
なために細胞溶解が 
不完全

新しいサンプルで再度 DNA精製を行なう。

c）  ライセートが高粘度の
ために結合が不完全

新しいサンプルで再度 DNA精製を行なう。Buffer AL
の量を 2倍にして使用する。サンプルに Buffer AL
に添加後、即座にそして完全にミックスする。イン
キュベーション後 2倍量のエタノールを添加し、十
分にミックスする。サンプルを数回に分けて同じ
QIAamp Midi/Maxiカラムにロードする。
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  コメント

d）  インキュベーション 
時間が不十分なために
Buffer AL中での細胞溶
解あるいはタンパク質
変性が不完全

 新しいサンプルで再度 DNA精製を行なう。

e）  ライセートをQIAamp 
Midi/Maxiカラムに
ロードする前にエタ
ノールを未添加

新しいサンプルで再度 DNA精製を行なう。

f）  QIAamp Midi/Maxi
カラムを室温（15～
25℃）で 5分間イン
キュベートしなかった

Buffer AEあるいは精製水を添加後、QIAamp Midi/
Maxiカラムを室温（15～ 25℃）で 5分間カラムを
インキュベートする。

g）  DNAの溶出が効率的
でない

DNAを含む溶出液（Buffer AEあるいは精製水）を再
度QIAamp Midi/Maxiカラムにロードし、遠心分離
する前に室温で 5分間カラムをインキュベートする。

h）  精製水の pHが適正で
ない（酸性）

低い pHは DNA収量を低下させることがある。精製
水の pHが 7.0以下でないことを確認する。

溶出液中の DNA収量が低い

  Buffer AEあるいは 
精製水 300 µl（Midi）
または 1 ml（Maxi）で
DNAを溶出する

300 µl（Midi）あるいは 1 ml（Maxi）以下の容量で
溶出すれば DNAの濃度は高くなるが、DNAのトー
タル収量はわずかに減少する。4 µg（Midi）あるい
は 8 µg（Maxi）以下の DNAを含むサンプルには
100 µl（Midi）あるいは 400 µl（Maxi）の Buffer AE
あるいは精製水での再溶出を推薦する。
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  コメント

精製した核酸の A260/A280比率が低い

a）  サンプルと Buffer AL 
とのミックスが不十分
なために細胞溶解が 
不完全

新しいサンプルで再度 DNA精製を行なう。

b）  インキュベーション 
時間が不十分なために
Buffer AL中での細胞溶
解あるいはタンパク質
変性が不完全

新しいサンプルで再度 DNA精製を行なう。インキュ
ベーション時間を延長する。

c）  ライセートをQIAamp 
Midi/Maxiカラムに
ロードする前にエタ
ノールを未添加

新しいサンプルで再度 DNA精製を行なう。

d）  Buffer AW1あるいは
AW2の調製が不正確

オリジナルの Buffer AW1および AW2をエタノール
で正確に希釈したか確認する。新しいサンプルで再
度 DNA精製を行なう。

e）  動物血液を調製 新しいサンプルで再度 DNA精製を行なう。次回の調
製で血液量を減らす。QIAGEN Proteaseの代わりに
Proteinase Kを使用する。
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  コメント

精製した DNAが続いて行なう酵素反応で最適に作用しない

a）  サンプル中の DNA量
が不十分

可能性のある原因をトラブルシューティングの“溶
出溶液中に DNAが少ないか皆無”（18ページ）の項
でチェックする。可能な場合には、DNAを真空濃縮
するか、使用したサンプル量を増やして再度精製を
行なう。精製した DNA量が相変わらず少ない場合に
は、溶出量を減らす。溶出量を減少するとトータル
DNA量はわずかに低下するが、溶出液中の核酸濃度
は上昇する。QIAamp Midi/Maxiカラム上に残留し
た DNAは溶出ステップ後に、同一の溶出液を再度カ
ラムにアプライし、70℃に再度温めることで回収で
きる。

b）  動物血液を調製 新しいサンプルで再度 DNA精製を行なう。次回の調
製で血液量を減らす。QIAGEN Proteaseの代わりに
Proteinase Kを使用する。

c）  溶出液中に Buffer AW2
が残留

新しいサンプルで再度 DNA精製を行なう。ステップ
9で推薦する方法に従って遠心操作を行なう（スピ
ンプロトコール）。

ステップ 10で溶出前にスピンカラムがろ液について
いないことを確認する。（スピンプロトコール）。

d）  洗浄ステップ後に 
カラムノズルに溶液が
付着

ろ液を除去し、QIAamp Midi/Maxiカラムをチュー
ブに移し、4,500 x g（5,000 rpm）で 1分間遠心分
離する。

Buffer AL中の白色沈澱物

  白色沈澱物が低温での
保存あるいは長期保存
により形成

56℃でインキュベートして沈殿物を溶解する。

一般的な操作

  吸引プロトコールを用
いた際に、ライセート
がカラムを完全に通過
しない

吸引が十分でない、あるいは吸引ステップの際に
VacValveが閉まっていた。吸引力を増加するか、吸
引中は VacValveを開けておく。吸引力を増加できな
い場合には、QIAamp Maxiカラムを新しい 50 mlの
コレクションチューブに入れ、蓋を閉めて 1,850 x 
g（3,000 rpm）で 3分間あるいはライセートがメン
ブレンを完全に通過するまで遠心分離する。QIAamp 
DNA Blood Maxiのスピンプロトコール、ステップ 8 
（8ページ）に進む。
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Memo
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