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プロトコール：QIAprep Spin Miniprep Kitとマイクロ
遠心機を用いたプラスミドDNA精製
本プロトコールは、LB（Luria-Bertani）培養液で一晩培養したE. coli培養液1～5 mlか
ら20 µgまでの高コピープラスミドDNAの精製用にデザインされています。低コピ
ープラスミドおよびコスミド、10 kb以上のプラスミド、他の方法を用いて調製し
たDNAの精製に関しては、英語版Handbook 44ページをご覧ください。

実験を始める前に英語版Handbook 15～21ページの“Important Notes”をお読みく
ださい。

注意：プロトコールの全ステップは室温で行ないます。

操作手順

1. 250 µlのBuffer P1でバクテリア細胞ペレットを再懸濁し、マイクロ遠心チュー
ブに移す。

Buffer P1にRNase Aを加えたことを確認してください。ペレットの再懸濁後、
細胞塊は見えなくなります。

LyseBlue試薬を Buffer P1に添加している場合は、使用前に瓶を強く振って、
LyseBlue粒子を完全に再懸濁します。細胞塊が無くなるまでボルテックスやピ
ペッティングによりバクテリアを完全に再懸濁します。

2. 250 µlのBuffer P2を添加後、4～6回転倒させ完全に混和させる。

チューブを静かに転倒させて混和します。ボルテックスするとゲノムDNAが
切断されるのでボルテックスしないでください。必要なら、溶液が粘稠になり
少し透明になるまでチューブを転倒して混和します。溶菌反応は5分間以上行
なわないでください。

LyseBlueをBuffer P1に添加している場合は、Buffer P2添加後に細胞懸濁液は青
色になります。混和により溶液は均一な青色になります。溶液に無色の部分が
あったり、茶系色の細胞塊が観察される場合は、溶液が均一な青色になるまで
混和してください。

3. 350 µlのBuffer N3を添加後、直ちにチューブを4～6回転倒させて完全に混和
する。

沈澱が局在化するのを避けるために、Buffer N3の添加後、溶液を完全にしか
し穏和に混和します。5 ml以上の培養液では最高10回までチューブを転倒さ
せて混和します。溶液は濁ります。

LyseBlue試薬を使用している場合は、青色が消え懸濁液が無色になるまで十分
に混和します。均一で無色な溶液はSDSが効率的に沈澱したことを示します。

4. 卓上マイクロ遠心機を用いて13,000 rpm（約17,900 x g）で10分間遠心操作
する。

白い塊状のペレットが形成されます。
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5. ステップ4の上清をデカントあるいはピペッティングによりQIAprepスピンカ
ラムにアプライする。

6. 30～60秒間遠心操作する。フロースルー液を捨てる。

7. 推奨：Buffer PB 0.5 mlを添加後30～60秒間遠心してQIAprepスピンカラムを
洗浄する。フロースルー液を捨てる。

JMシリーズ、HB101のようなendA+株あるいはヌクレアーゼ活性あるいは炭
水化物含量の高い野生株を用いた際に、ヌクレアーゼ活性を完全に除去するた
めに本ステップが必要です。XL-1 BlueやDH5α™のような宿主株ではこの洗浄
ステップは必要ありません。

8. Buffer PE 0.75 mlを添加後30～60秒間遠心してQIAprepスピンカラムを洗浄
する。

9. フロースルー液を捨て、残留している洗浄バッファーを除去するためにさらに
1分間遠心操作する。

重要：2度目の遠心操作をする前にフロースルー液を捨てなければ、洗浄バッ
ファーは完全に除去されません。Buffer PEのエタノールが残留していると、続
く酵素反応が阻害されることがあります。

10. QIAprep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。DNAを
溶出するためにBuffer EB（10 mM Tris･Cl、pH 8.5）または水50µlを各QIAprepspin
カラムの中央にアプライし、1分間放置した後、1分間遠心操作する。

プロトコール：QIAprep Spin Miniprep Kitと5 mlの
コレクションチューブを用いたプラスミドDNA精製
5 mlの遠心チューブ（例；Greiner、cat. no. 115101または115261）をコレクション
チューブとしてQIAprep Spin Miniprep調製を行なうので、操作が減小します。3～
4ページのスタンダード・プロトコールを次のように改良します。

ステップ4：QIAprepスピンカラムを2 mlのコレクションチューブではなく5 mlの
遠心チューブにセットする。

ステップ6：適切なローターを用いて3000 x gで1分間遠心操作する（例；Beckman®

GS-6KR遠心機~4000 rpm）。（フロースルー液を捨てる必要なし）

ステップ7 洗浄ステップは、遠心操作を3000 x gで1分間行なう。
および8： （フロースルー液を捨てる必要なし）

ステップ9：QIAprepスピンカラムをマイクロ遠心チューブに移す。最高速度で
1分間遠心操作する。プロトコールの10に続ける。
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プロトコール： QIAprep Spin Miniprep Kitと吸引マニ
フォールドを用いたプラスミドDNA精製
本プロトコールは、QIAprepスピンカラムとQIAvac 24 Plus/QIAvac 6S/その他の
吸引マニフォールドを用いて、LB（Luria-Bertani）培養液で一晩培養したE. coli培養
液1～5 mlから最高20 µgまでの高コピープラスミドDNAの精製用にデザインされ
ています。低コピープラスミドおよびコスミド、10 kb以上のプラスミド、他の方
法を用いて調製したDNAの精製に関しては、英語版Handbook 44ページをご覧く
ださい。

実験を始める前に英語版Handbook 15～21ページの“Important Notes”をお読みく
ださい。

注意：プロトコールの全ステップは室温で行ないます。

操作手順

1. 250 µlのBuffer P1でバクテリア細胞ペレットを再懸濁し、マイクロ遠心チュー
ブに移す。

Buffer P1にRNase Aを加えたことを確認してください。ペレットの再懸濁後、
細胞塊は見えなくなります。

LyseBlueをBuffer P1に添加している場合は、使用前に瓶を強く振って LyseBlue
粒子を完全に再懸濁します。細胞塊が無くなるまでボルテックスやピペッティ
ングによりバクテリアを完全に再懸濁します。

2. 250 µlのBuffer P2を添加後、4～6回転倒させ完全に混和させる。

ボルテックスするとゲノムDNAが切断されるのでボルテックスしないでくだ
さい。必要なら、溶液が粘稠になり少し透明になるまでチューブを転倒して混
和します。溶菌反応は5分間以上行なわないでください。

LyseBlueをBuffer P1に添加している場合は、Buffer P2添加後に細胞懸濁液は青
色になります。混和により溶液は均一な青色になります。溶液に無色の部分が
あったり、茶系色の細胞塊が観察される場合は、溶液が均一な青色になるまで
混和してください。

3. 350 µlのBuffer N3を添加後、直ちにチューブを4～6回転倒させて完全に混和
する。

沈澱が局在化するのを避けるために、Buffer N3の添加後、溶液を完全にしか
し穏和に混和します。5 ml以上の培養液では最高10回までチューブを転倒さ
せて混和します。溶液は濁ります。

LyseBlue試薬を使用している場合は、青色が消え懸濁液が無色になるまで十分
に混和します。均一で無色な溶液はSDSが効率的に沈澱したことを示します。
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4. 卓上マイクロ遠心機を用いて13,000 rpm（約17,900 x g）で10分間遠心操作
する。

白い塊状のペレットが形成されます。

遠心操作の際に、吸引マニフォールドとQIAprepスピンカラムを準備する。

QIAvac 24 Plus（英語版Handbook 16および18～19ページ参照）：

■ 吸引装置がQIAvac 24 Plusの上方のねじ穴に繋がり、下方ねじ穴をネジ蓋
で固く閉めていることを確認します。

■ QIAvac Connecting Systemを使用する際は、QIAvac 24 Plus Handbookに記
載されているようにシステムをマニフォールドと吸引装置に接続します。

■ 最高24個までのスピンカラムをQIAvac 24 Plusのルアースロットにセッ
トします。使用しない部分はルアープラグで塞ぎます。

QIAvac 6Sマニフォールド：

（注：次の操作はバネ錠付き蝶番式蓋のついたマニフォールドに用います。英
語版Handbook 16および18～20ページをご覧ください。）

■ QIAvac 6Sの上蓋を開く。QIAvacの top plateのスロットにQIAvac ルアー
アダプターを装着するか、使用しないスロットはblank（QIAvac 6Sに付
属）で塞ぐ。QIAvac 6Sの上蓋を閉じる。QIAvac baseの内部に廃液トレ
イを設置後、QIAvac baseの上に top plateをぴったりと載せる。QIAvac
6Sを吸引装置に接続する。

■ 各QIAquickカラムを吸引マニフォールドのルアーアダプター上のルアー
コネクターに挿入する。使用しないルアーコネクターはQIAvac Luer
Adapter Setに付属のプラグで塞ぐ。

その他の吸引装置：メーカーの説明書に従う。各QIAprepカラムをルアーコネ
クターに挿入する。

5. ステップ4の上清をデカントあるいはピペッティングによりQIAprepスピンカ
ラムにアプライする。

6. 吸引装置のスイッチを入れて溶液をQIAprepスピンカラムに通過させ、その後
吸引装置のスイッチを切る。

7. 推奨：QIAprepスピンカラムを0.5 mlのBuffer PBで洗浄する。吸引装置のス
イッチを入れる。溶液がカラムを通過後、吸引装置のスイッチを切る。

JMシリーズ、HB101のようなendA+株あるいはヌクレアーゼ活性あるいは炭
水化物含量の高い野生株を用いた際に、ヌクレアーゼ活性を完全に除去するた
めに本ステップが必要です。XL-1 BlueやDH5α™のような宿主株ではこの洗浄
ステップは必要ありません。
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8. QIAprepスピンカラムを0.75 mlのBuffer PEで洗浄する。吸引装置のスイッチ
を入れる。洗浄液がカラムを通過後、吸引装置のスイッチを切る。

9. QIAprepスピンカラムをマイクロ遠心チューブに移す。1分間遠心操作する。

重要：この遠心操作は残留しているBuffer PEを除去するために必要です。Buffer
PE中の残留エタノールは酵素反応を阻害します。

10. QIAprep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。DNAを
溶出するためにBuffer EB（10 mM Tris･Cl、pH 8.5）または水50µlを各QIAprepspin
カラムの中央にアプライし、1分間放置した後、1分間遠心操作する。
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プロトコール：QIAprep 8 Miniprep Kitを用いたプラス
ミドDNA精製
本プロトコールは、最高48サンプルから高コピープラスミドDNAの同時精製用に
デザインされています。LB（Luria-Bertani）培養液で一晩培養したE. coli培養液1～5
mlから最高20 µgまでのDNAを精製可能です。低コピープラスミドおよびコスミド、
10 kb以上のプラスミド、他の方法を用いて調製したDNAの精製に関しては、英語
版Handbook 44ページをご覧ください。

実験を始める前に英語版Handbook 15～21ページの“Important Notes”をお読みく
ださい。

注意：プロトコールの全ステップは室温で行ないます。

操作手順

1. 250 µlのBuffer P1でバクテリア細胞ペレットを再懸濁し、マイクロ遠心チュー
ブに移す。

Buffer P1にRNase Aを加えたことを確認してください。ペレットの再懸濁後、
細胞塊は見えなくなります。

2. 250 µlのBuffer P2を添加後、4～6回静かに転倒させ完全に混和させる。

チューブを静かに転倒させて混和します。ボルテックスするとゲノムDNAが
切断されるのでボルテックスしないでください。必要なら、溶液が粘稠になり
少し透明になるまでチューブを転倒して混和します。溶菌反応は5分間以上行
なわないでください。

3. 350 µlのBuffer N3を添加後、直ちにチューブを4～6回転倒させて完全に混和
する。

沈澱が局在化するのを避けるために、Buffer N3の添加後、溶液を完全にしかし
穏和に混和します。溶液は濁ります。

4. 卓上マイクロ遠心機を用いて13,000 rpm（約17,900 x g）で10分間遠心操作
する。

白い固まりのペレットが形成されます。

遠心操作の際にQIAvac 6Sを準備する：

（注：次の操作はバネ錠付き蝶番式蓋のついたマニフォールドに用います。英
語版Handbook 16および18～20ページをご覧ください。）

■ QIAvac 6Sの上蓋を開く。QIAvac top plateのスロットにQIAprep 8スト
リップを装着する。ストリップをしっかりと装着していることを確認し
ます。使用しないスロットはblank（QIAvac 6Sに付属）で塞ぐ。QIAvac
6Sの上蓋を閉じる。

■ QIAvac baseの内部に廃液トレイを設置後、QIAvac baseの上に top plate
をぴったりと載せる。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。QIAvac 6Sを吸引装置に接続する。
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5. ステップ4の上清をQIAprep 8ストリップのウェルにアプライし、吸引装置の
スイッチを入れる。

上清をアプライする前にQIAvac 6Sを正確にセットしたことを確認してくださ
い。迅速に上清をQIAprep 8ストリップにアプライします。上清が濁る場合は、
QIAprep 8ストリップの目詰まりを防ぐためにアプライする直前に遠心操作を
もう一度行ないます。フロースルー液は廃液トレイに集められます。

6. 推奨：吸引装置のスイッチを切り、Buffer PB 1 mlを各ウェルに添加・吸引して
QIAprep 8ストリップを洗浄する。

JMシリーズ、HB101のようなendA+株あるいはヌクレアーゼ活性あるいは炭
水化物含量の高い野生株を用いた際に、ヌクレアーゼ活性を完全に除去するた
めに本ステップが必要です。XL-1 BlueやDH5α™のような宿主株ではこの洗浄
ステップは必要ありません。

7. 吸引装置のスイッチを切る。Buffer PE 1 mlを各ウェルに添加・吸引してQIAprep 8
ストリップを洗浄する。

Buffer PEを添加してQIAprep 8ストリップを通過させます。

8. ステップ7をもう一度繰り返す。

9. Buffer PEが全ウェルを通過後、さらに5分間最大に吸引してメンブレンを乾燥
させる。

重要：この遠心操作はメンブレンに残留しているBuffer PEを除去するために必
要です。最大に吸引した時にのみ（例； vacuum regulatorあるいは leak-age
valveを使用している場合は切る）最大の空気がウェルを通過し、この除去は
効果的に行なわれます。

10. 吸引装置のスイッチを切り、QIAvacマニフォールドを大気圧に戻す。Baseか
ら top plate全体を持ち上げて（top plateからQIAprepストリップを取り出すの
ではない）、吸水性のある紙を重ねて、この上で水滴出なくなるまで top plate
を激しく叩く。QIAprepストリップのノズルを吸水性のある紙で覆う。ステッ
プ11aあるいは11bに続ける。

この遠心操作はQIAprep 8ストリップの出口ノズルとその外筒に残留している
Buffer PEを除去するために必要です。Buffer PE中の残留エタノールは酵素反応
を阻害します。
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11a.キットに入っているコレクション・マイクロチューブに溶出を行なう場合：

廃液トレイの代わりに青色のmicrotube rack（QIAvac 6Sに付属、1.2 mlコレク
ション・マイクロチューブをセット）をセットする。Top plateをbaseの上に
戻す。

コレクション・マイクロチューブはQIAprep 8ストリップと同じ並びにする。

11b. 96ウェル・マイクロプレートに溶出を行なう場合：

廃液トレイの代わりに青色のmicrotube rack（QIAvac 6Sに付属）をセットし、
ラックの上に 96ウェル・マイクロプレートを直接置く。baseに top plateを
戻す。

12. DNAを溶出するためにBuffer EB（10 mM Tris･Cl、pH 8.5）あるいは水100 µlを
QIAprep 8 ストリップの各ウェル中央にアプライし、1分間放置した後、吸引
スイッチを入れる。溶出後、吸引スイッチを切りQIAvac 6Sをゆっくりと大気
圧に戻す。

溶出溶液を75 µlにするとDNA濃度が増加します。
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プロトコール：QIAprep 8 Turbo Miniprep Kitを用いた
プラスミドDNA精製
本プロトコールは中程度のスループット数のプラスミドDNAミニプレップ用にデ
ザインされ、TurboFilter 8とQIAprep 8ストリップをQIAvac 6Sで使用します。LB
（Luria-Bertani）培養液で一晩培養したE. coli培養液1～5 mlから最高20 µgまでの高
コピープラスミドDNAを8～48サンプル同時に精製可能です。低コピープラスミ
ドおよびコスミド、10 kb以上のプラスミド、他の方法を用いて調製したDNAの精
製に関しては、英語版Handbook 44ページをご覧ください。

実験を始める前に英語版Handbook 15～21ページの“Important Notes”をお読みく
ださい。

注意：プロトコールの全ステップは室温で行ないます。

操作手順

1. 250 µlのBuffer P1でバクテリア細胞ペレットを再懸濁する。

Buffer P1にRNase Aを加えたことを確認してください。ペレットの再懸濁後、
細胞塊は見えなくなります。

2. 250 µlのBuffer P2を添加後、4～6回静かに転倒させ完全に混和させる。室温
で5分間インキュベートする。

チューブを静かに転倒させて混和します。ボルテックスするとゲノムDNAが
切断されるのでボルテックスしないでください。必要なら、溶液が粘稠になり
少し透明になるまでチューブを転倒して混和します。

インキュベーション中に、QIAvac 6Sを準備する（英語版Handbook 16および
18～20ページ参照）：

■ QIAvac 6Sの上蓋を開く。QIAvacの top plateのスロットに TurboFilter 8
Stripを装着する。ストリップをしっかりと装着していることを確認する。
使用しないスロットはblank（QIAvac 6Sに付属）で塞ぐ。QIAvac 6Sの
上蓋を閉じる

■ QIAvac baseの内部に strip holderを設置する。その結果QIAprep stripは各
TurboFilterストリップの下に置かれる。

■ QIAvac baseの上に top plateをぴったりと載せる。使用しないTurboFilter
ストリップウェルは付属の strip capで塞ぐ。QIAvacを吸引装置に接続
する。

3. 350 µlのBuffer N3を各サンプルに添加後、直ちにチューブを4～6回転倒させ
て完全に混和する。

Buffer N3添加後すぐにサンプルを静かにしかし完璧に混和して、沈澱が局在
化するのを防ぎます。溶液は濁ります。
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4. ステップ3のライセートをピペットで TurboFilterストリップのウェルに入れる
（850 µl／ウェル）。使用しないTurboFilterストリップのウェルは添付のstrip cap
で塞ぐ。サンプルがTurboFilterを通過するまで吸引する。

最適な流速は1～2滴／秒です。3-way valve、あるいはQIAvacと吸引装置の
間のvacuum regulator（英語版Handbook 48ページ参照）で調節します。

5. 吸引装置のスイッチを切って、QIAvac 6Sをゆっくりと大気圧に戻す。TurboFilter
ストリップを捨てる。清澄化ライセートを含んだQIAprepストリップをQIAvac
top plateのslotに移す。QIAvac 6Sの蓋を閉め、廃液トレイの代わりにstrip holder
をbaseにセットする。baseの上に top plateをぴったりと載せる。使用しない
QIAprep stripのウェルはstrip cap（添付）で塞ぐ。吸引する。

フロースルー液は廃液トレイに回収されます。

6. 推奨：吸引装置のスイッチを入れる。各ウェルに1 mlのBuffer PBを添加後、吸
引装置のスイッチを入れてQIAprepストリップを洗浄する。

JMシリーズ、HB101のようなendA+株あるいはヌクレアーゼ活性あるいは炭
水化物含量の高い野生株を用いた際に、ヌクレアーゼ活性を完全に除去するた
めに本ステップが必要です。XL-1 BlueやDH5α™のような宿主株ではこの洗浄
ステップは必要ありません。

7. 吸引装置のスイッチを切る。各ウェルに1 mlのBuffer PEを添加後、吸引装置の
スイッチを入れてQIAprepストリップを洗浄する。もう一度繰り返す。

8. Buffer PEが全ウェルを通過後、さらに5分間最大に吸引してメンブレンを乾燥
させる。

重要；この遠心操作はメンブレンに残留しているBuffer PEを除去するために必
要です。最大に吸引した時にのみ（例； vacuum regulatorあるいは leak-age
valveを使用している場合は切る）最大の空気がウェルを通過し、この除去は
効果的に行なわれます。

9. 吸引装置のスイッチを切り、QIAvac 6Sを大気圧に戻す。Baseから top plate全
体を持ち上げて（top plateからQIAprepストリップを取り外さない）、吸水性
のある紙を重ねて、一滴も出なくなるまでこの上で top plateを激しく叩く。
QIAprepストリップのノズルを吸水性のある紙で覆う。ステップ10aあるいは
10bに続ける。

この遠心操作はQIAprep 8ストリップの出口ノズルとその外筒に残留している
Buffer PEを除去するために必要です。Buffer PE中の残存エタノールは酵素反応
を阻害します。

10a.キットに入っているコレクション・マイクロチューブに溶出を行なう場合：

廃液トレイの代わりに青色のmicrotube rack（QIAvac 6Sに付属、1.2 mlコレク
ション・マイクロチューブをセット）をセットする。top plateをbaseの上に
戻す。

コレクション・マイクロチューブはQIAprep 8ストリップと同じ並びにする。



10b. 96ウェル・マイクロプレートに溶出を行なう場合：

廃液トレイの代わりに青色のmicrotube rack（QIAvac 6Sに付属）をセットし、
ラックの上に 96ウェル・マイクロプレートを直接置く。baseに top plateを
戻す。

11. DNAを溶出するためにBuffer EB（10 mM Tris･Cl、pH 8.5）あるいは水100 µlを各
QIAprepストリップの各ウェル中央にアプライし、1分間放置した後、5分間最
大で吸引する。吸引スイッチを切り、QIAvac 6Sをゆっくりと大気圧に戻す。

溶出溶液を75 µlにするとDNA濃度が増加します。

QIAprep Miniprepプロトコールとトラブルシューティング 06/2005 13
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プロトコール：QIAprep 96 Turbo Miniprep Kitを用い
たプラスミドDNA精製
本プロトコールは、QIAvac 96でTurboFilter 96およびQIAprep 96プレートを用い
たハイスループット・プラスミドDNAミニプレップ用にデザインされています。LB
（Luria-Bertani）培養液で一晩培養したE. coli培養液1～5 mlから最高20 µgまでの高
コピープラスミドDNAを最高96サンプルまで同時に精製可能です。1.3 mlの一晩
培養液を使用した場合、最高96個まで平底ブロックで培養可能です（英語版Hand-
book 15ページのprotocol参照）。低コピープラスミドおよびコスミド、10 kb以上
のプラスミド、他の方法を用いて調製したDNAの精製に関しては、英語版Hand-
book 44ページをご覧ください。DNA精製の自動化に関しては弊社にお問い合わせ
ください。

実験を始める前に英語版Handbook 15～21ページの“Important Notes”をお読みく
ださい。

注意：プロトコールの全ステップは室温で行ないます。

操作手順

1. 250 µlのBuffer P1でバクテリア細胞ペレットを再懸濁し、キットに付属の平底
ブロックに移す（細胞をこのブロックで回収しなかった場合）。

Buffer P1にRNase Aを加えたことを確認してください。ペレットの再懸濁後、
細胞塊は見えなくなります。

2. 250 µlのBuffer P2を添加する。平底ブロックの上部をペーパータオルで拭き取
り、ブロックを付属のテープでシールする。4～6回静かに転倒して完全に混
和させ、室温で5分間インキュベートする。

ブロックを静かに転倒させて混和します。ボルテックスするとゲノムDNAが
切断されるのでボルテックスしないでください。必要なら、溶液が粘稠になり
少し透明になるまでブロックを転倒して混和します。

インキュベーション中にQIAvac 96を準備する（16と18～20ページ参照）：

■ QIAvac top plateにTurboFilter 96プレートをセットし、プレートがしっか
りとシールされていることを確認する。使用しないTurboFilterウェルはテ
ープでシールする。

■ QIAvac baseの内側にplate holderをセットする。QIAprep 96プレートを
plate holderに入れる。

■ QIAvac 96 top plateをbaseの上にしっかりと取り付ける。QIAprepプレー
トはTurboFilterプレートの下になっている。QIAvacを吸引装置に繋げる。



3. ブロックのテープを除去する。各サンプルに350 µlのBuffer N3を添加し、平底
ブロックの上部をペーパータオルで乾かし、新しいテープでシールする。4～
6回静かに転倒させる。

沈澱が局在化するのを避けるために、Buffer N3の添加後、溶液を完全にしか
し穏和に混和します。溶液は濁ります。

4. ブロックのテープを除去する。ステップ3のライセートをピペットでTurboFilter
プレートのウェルに入れる（850 µl／ウェル）。使用しないTurboFilterプレート
のウェルはテープで塞ぐ。全サンプルが通過するまで吸引する。

最適な流速は1～2滴／秒です。3-way valveあるいはQIAvacと吸引装置の間
のvacuum regulator（英語版Handbook 48ページ参照）で調節します。

5. 吸引装置のスイッチを切って、QIAvac 96をゆっくりと大気圧に戻す。TurboFilter
プレートを捨てる。清澄化ライセートを含んだQIAprepプレートをマニフォー
ルドの top plateに移す。使用しないQIAprepプレートのウェルはテープで塞ぐ。
plate holderの代わりに廃液トレイをbaseにセットする。baseの上に top plate
をぴったりと載せ、QIAprepプレートがしっかりと装着していることを確認す
る。吸引する。

フロースルー液は廃液トレイに回収されます。

6. 推奨：吸引装置のスイッチを切る。各ウェルに0.9 mlのBuffer PBを添加後、吸
引装置のスイッチを入れてQIAprepプレートを洗浄する。

JMシリーズ、HB101のようなendA+株あるいはヌクレアーゼ活性あるいは炭水
化物含量の高い野生株を用いた際に、ヌクレアーゼ活性を完全に除去するため
に本ステップが必要です。XL-1 BlueやDH5α™のような宿主株ではこの洗浄ス
テップは必要ありません。

7. 吸引装置のスイッチを切る。各ウェルに0.9 mlのBuffer PEを添加後、吸引装置
のスイッチを入れてQIAprepプレートを洗浄する。もう一度繰り返す。

8. Buffer PEが全ウェルを通過後、さらに10分間最大に吸引してメンブレンを乾燥
させる。

重要：この遠心操作はメンブレンに残留しているBuffer PEを除去するために必
要です。最大に吸引した時にのみ（例； vacuum regulatorあるいは leak-age
valveを使用している場合は切る）、最大の空気がウェルを通過しこの除去は効
果的に行なわれます。

9. 吸引装置のスイッチを切り、QIAvac 96をゆっくりと大気圧に戻す。baseから
top plate全体を持ち上げて（top plateからQIAprepプレートではない）、吸水性
のある紙を重ねて、一滴も出なくなるまでこの上で top plateを激しく叩く。
QIAprepプレートのノズルを吸水性のある紙で覆う。ステップ10aあるいは
10bに続ける。

この遠心操作はQIAprepプレートの出口ノズルとその外筒に残留している
Buffer PEを除去するために必要です。Buffer PE中の残存エタノールは酵素反応
を阻害します。

QIAprep Miniprepプロトコールとトラブルシューティング 06/2005 15
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10a.キットに入っているコレクション・マイクロチューブに溶出を行なう場合：

廃液トレイの代わりに青色のmicrotube rack（1.2 mlコレクション・マイクロ
チューブをセット）をセットする。top plateをbaseの上に戻す。QIAprepプレー
トがしっかりシールされていることを確認する。

10b. 96ウェル・マイクロプレートに溶出を行なう場合：

廃液トレイの代わりに青色のmicrotube rack（QIAvac 96に付属）をセットし、
ラックの上に96ウェル・マイクロプレートを直接置く。baseに top plateを戻
し、QIAprepプレートがしっかりセットされていることを確認する。

11. DNAを溶出するためにBuffer EB（10 mM Tris･Cl、pH 8.5）あるいは水100 µlを
QIAprepプレートの各ウェル中央にアプライし、1分間放置した後、5分間最
大で吸引する。吸引スイッチを切り、QIAvac 96をゆっくりと大気圧に戻す。

溶出溶液を75 µlにするとDNA濃度が増加します。
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トラブルシューティングガイド
コメント

DNA収量が少ないか皆無

一般

カラムにロードする前の清澄化ライセートにDNAが存在しない

a） プラスミドが増殖して
いない

b） ライセートの調製が
不適切

c） Buffer P2が沈澱

d） 細胞の再懸濁が不完全

DNAが清澄化ライセートのフロースルー画分に存在

a） QIAprepメンブレンに
オーバーロード

b） RNase A分解を行なわ
れていない

c） RNase A分解が十分で
ない

低収量は様々な要因により生じる。各ステップで採
取・保存した画分をアガロースゲルで解析して、原
因を見つける（例；英語版Handbook 43ページ図
6）。少量の清澄化ライセートと全フロースルー画分
の沈澱は、0.7容量のイソプロパノールを添加して、
最高速度で30分間遠心操作する（13,000 rpmあるい
は約17,000 x g）。0.1容量の酢酸ナトリウム（3 M、
pH 5.0）および0.7容量のイソプロパノールを添加
して全洗浄フロースルー画分の沈澱を行なうことが
可能。

英語版Handbook 39～41ページの“Growth of bac-
terial cultures”で最適な培養条件をチェックする。

バッファーの保存条件と製造月日をチェックする。

37℃に温めて再溶解する。

ペレット細胞はBuffer P1で完全に再懸濁させる。均
一な懸濁液が得られるまでBuffer P2を添加しない。

TBあるいは2x YTのように富栄養な培養液では培養液
量を減らす。プラスミドや宿主株が非常に高コピー数
であったり発育速度が非常に早い場合、LB培養液量
を調節する必要がある。詳細は英語版Handbook 41
ページの“Culture mediaを参照。

使用前にRNase AをBuffer P1に添加したことを確認
する。

必要なら培養液量を減らす。RNase Aの入ったBuffer
P1が製造してから6ヶ月以上経っている場合には、
さらにRNase Aを追加する。
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DNAが洗浄フロースルー画分中に存在

洗浄バッファーにエタノー
ルが入っていない

溶出液中にDNAが少ないあるいはない

a） 溶出バッファーが適正
でない

b） メンブレンに溶出バッ
ファーを正しくアプラ
イしていない

DNA品質が低い

DNAを用いて行ったアプリケーションでうまく機能しない

a） 溶出液の塩濃度が
高すぎる

b） ヌクレアーゼの
コンタミ

c） 溶出液にエタノールが
残留

正確に調製した洗浄バッファー（Buffer PE）で操作を
もう一度行なう。

DNAは低塩濃度バッファー（例；Buffer EB［10 mM
Tris·Cl、pH 8.5］あるいは水）のみで溶出される。溶
出効率はpHに依存する。pH 7.0から8.5の間で効率
が最高になる。溶出に水を用いる際は、pH値がこの
間にあることを確認する。

溶出バッファーをQIAprepメンブレンの中央にアプ
ライし、メンブレンの表面をバッファーが完全に覆
うようにすると、最高の溶出効率が得られる。

QIAprepスピンカラムではBuffer PE 0.75 mlを添加し
て室温で5分間カラムをインキュベートするように洗
浄ステップを改良し、その後遠心する。QIAprep 8、
QIAprep 8/96 Turbo調製では溶出の前に洗浄ス
テップを行なったことを確認する。

JMシリーズ、HB101のようなendA+株あるいは野生
株を用いた際に、Buffer PBで洗浄ステップを行なった
ことを確認する。

QIAprep Spin Miniprepプロトコールのステップ9、ま
たはQIAprep 8 Miniprep、QIAprep 8 Turbo Miniprep、
QIAprep 96 Turbo Miniprepプロトコールのステップ9
および10を行なったことを確認する。
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コメントコメント

溶出液中にRNA

a） RNase A分解が行われ
ていない

b） RNase A分解が十分で
ない

溶出液中にゲノムDNA

a） Buffer P2を正しく添加
していない

b） Buffer N3を正しく添加
していない

c） 溶解が長過ぎる

d） 培養時間が長過ぎた

使用前にRNase AをBuffer P1に添加したことを確認
する。

必要なら培養液量を減らす。RNase Aの入ったBuffer
P1を調製してから6ヶ月以上経っている場合には、さ
らにRNase Aを追加する。

Buffer P2を添加後はライセートを静かに取り扱い、
DNAの切断を避ける。ライセートの粘性が高く静か
に混和できない場合は培養液量を減らす。

ステップ3でBuffer N3を添加する際には迅速に、し
かし静かに混和する。

ステップ2の溶解は5分を超えない。

培養時間が長過ぎると細胞が溶解し分解DNAが生じ
る。12～16時間以上培養しない。
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