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I.  I .  I .  I .  I .  はじめにはじめにはじめにはじめにはじめに
組織や培養細胞から精製した RNA の精製度や完全性は、RT­PCR(a) や RNase

protection asssy、プライマー伸長、ノーザンブロット解析、Poly(A) + RNA のオリ
ゴ (dT) セレクション、in vitro 翻訳、cDNA ライブラリーの構築などのアプリケー
ションが効率的に行われるために重要です。近年、RT­PCR が、少量の Total RNA
や mRNA から特異的な mRNA を同定および定量するための強力な方法として登場
しました。RT­PCR を用いれば、cDNA ライブラリーの構築やスクリーニングの必
要なく、cDNA のクローニングも可能です。研究手段としての増幅技術の使用が拡
大するにつれ、高品質な RNA をゲノム DNA の混入なく少量の開始サンプル（組
織や培養細胞）から迅速に単離できる方法が必要とされてきています。SV Total
RNA Isolation System は、これらの需要を満たすように作製されています。
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I I .  I I .  I I .  I I .  I I .  キットの構成品キットの構成品キットの構成品キットの構成品キットの構成品
製品名製品名製品名製品名製品名 サイズサイズサイズサイズサイズ カタログ番号カタログ番号カタログ番号カタログ番号カタログ番号
SV Total RNA Isolation System 50 回分 Z3100

各システムには、組織や細胞または血液からの 50 回の Total RNA 精製に十分な試薬が含まれます。

･ 10 pks Spin Column Assemblies and Elution Tubes (5 each/pack)
･ 50ml SV RNA Lysis Buffer
･ 20ml SV RNA Dilution Buffer (blue buffer) 
･        900µl ß­ mercaptoethanol (97.4%)
･ 1 vial DNase I (lyophilized)
･ 250µl MnCl2, 0.09M
･ 2.5ml Yellow Core Buffer
･ 5.3ml SV DNase Stop Solution (concentrated)
･ 58.8ml SV RNA Wash Solution (concentrated)
･ 13ml Nuclease­Free Water
･ 1 Protocol

製品名製品名製品名製品名製品名 サイズサイズサイズサイズサイズ カタログ番号カタログ番号カタログ番号カタログ番号カタログ番号
SV Total RNA Isolation System, Trial Size 10 回分 Z3101

各システムには、組織や細胞または血液からの 10 回の Total RNA 精製に十分な試薬が含まれます。

・ 2 pks Spin Column Assemblies and Elution Tubes (5 each/pack)
・ 10ml SV RNA Lysis Buffer
・ 4ml SV RNA Dilution Buffer (blue buffer)
・      900µl ß­mercaptoethanol (97.4%)
・ 1 vial DNase I (lyophilized)
・ 250µl MnCl2 , 0.09M
・ 2.5ml Yellow Core Buffer
・ 5.3ml SV DNase Stop Solution (concentrated)
・ 11.8ml SV RNA Wash Solution (concentrated)
・ 1.25ml Nuclease­Free Water
・ 1 Protocol

SV Total RNA Isolation System は、処理サンプル数にもよりますが、組織や培
養細胞、白血球から、1 時間以内に高純度でインタクトな Total RNA を精製するた
めの、簡単かつ迅速な精製方法です (セクション VIII.A 参照)。Wizard® Plus SV DNA
Purification System(b) (カタログ番号 A1330) のように、遠心法または吸引法(Spin or
Vacuum; "SV") のいずれの方法でも精製が可能です。組織の種類や機能、RNA の発
現レベルによりますが、1 回の精製で 60mg までの組織を処理できます。このシス
テムはまた、増幅ベースの方法論において妨げとなるゲノム DNA のコンタミを大
幅に削減するために DNase 処理を手順に組込んでいます。精製は、フェノール：ク
ロロフォルム抽出やエタノール沈殿などの処理を行うことなく進められ、最終的に
調製した RNA への DNase のキャリーオバーもありません。

SV Total RNA Isolation System では、ゲノム DNA と RNA の両方を同じサンプ
ルから調製することもできます。このシステムを用いた DNA の単離に関する実験
方法や追加情報につきましては、参考文献 1、またはプロメガのウェブサイト

（www.promega.com） をご覧ください。
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備 考備 考備 考備 考備 考:::::  SV Total RNA
Isolation System を吸引
法 で 行 う 場 合 は 、
M i n i p r e p  V a c u u m
Adapters (カタログ番号
A1331) が必須で、別に
購入する必要がありま
す。

製品名製品名製品名製品名製品名 サイズサイズサイズサイズサイズ カタログ番号カタログ番号カタログ番号カタログ番号カタログ番号
Miniprep Vacuum Adapters(b) 20 個 A1331

製品名製品名製品名製品名製品名 サイズサイズサイズサイズサイズ カタログ番号カタログ番号カタログ番号カタログ番号カタログ番号
SV RNA Lysis Buffer 50ml Z3051

SV RNA Red Blood Cell Lysis Solution 200ml Z3141

備 考備 考備 考備 考備 考：：：：：SV RNA Dilution Buffer および Yellow Core Buffer はそれぞれ青と黄色に着色され、容易

に見分けることができるようになっています。Yellow Core Buffer の黄色い色素は、DNase 処理

のステップでメンブレンにDNase ミックスが行き渡っているかどうかを確認できるようにしたも

のです。この色素は、RNA の品質や下流のアプリケーションにおける性能に影響を与えません。

保存条件保存条件保存条件保存条件保存条件：：：：： SV RNA Lysis Buffer は、ß­Mercaptoethanol (BME) を加えて 4℃ で保存してくださ

い。DNase I の溶解に関してはセクション IV.A の『溶液の調製』をご覧ください。その他のすべ

ての構成品は 22～25℃ で保存してください。適正な保存および取り扱いをしていただいた場合、

この製品は購入後 6ヶ月間保証されます。

注 意注 意注 意注 意注 意：：：：：グアニジンチオシアネートと ß­Mercaptoethanol は毒性のある溶液ですので、これらの溶

液を取り扱う場合は手袋を着用し、安全規定に従ってください。ヒトまたは感染性の組織または血

液サンプルを処理する際には、有害物質の標準的な取り扱い手順や廃棄方法に従ってください。

II I .  I I I .  I I I .  I I I .  I I I .  考慮が必要な事項考慮が必要な事項考慮が必要な事項考慮が必要な事項考慮が必要な事項
A. RNA の直接精製

インタクトなRNAを精製するには4つのステップが重要です。：効率的な細胞・組織の破
砕、核タンパク質複合体の変性、内在性のリボヌクレアーゼ（RNase）の不活化および混入
した DNA やタンパク質の除去です。最も重要なステップは、細胞破砕に伴い膜結合型オル
ガネラから放出される内在性 RNase を迅速に不活化する操作です。

SV Total RNA Isolation System では、細胞抽出液中に存在するリボヌクレアーゼを不活
化するため、グアニジンチオシアネート (GTC) と ß­メルカプトエタノール（BME）の変性
特性および保護特性を組み合わせています(2)。GTC は SDS と結合すると核タンパク質複合
体を変性する方向に働き、RNAが溶液中に放出されタンパク質の混入なく単離されるように
します。高濃度の GTC の存在下で細胞抽出液を希釈すると、細胞タンパク質が選択的に沈
殿し、RNA は溶液中に残ります。細胞溶解液中の沈殿したタンパク質や細胞残さをを遠心に
よって除去した後、エタノールによって RNA を選択的に沈殿させ、Spin Basket 中のガラ
ス繊維のシリカ表面に結合させることによって溶液中から回収します。各 Spin Column As­
sembly は、Spin Basket と 2ml の Collection Tube から構成されます。細胞溶解液から沈殿
したタンパク質や細胞残さを効率良く除けば、これらの細胞溶解液の上清は遠心法または吸
引法によって Spin Basket に結合させることができます。この結合はカオトロピック塩によっ
て水分子の構造が壊されることによって急激に起こり、これにより核酸のシリカへの吸着が
促進されます。混入したゲノム DNA を消化するため、RNase­Free DNase I を直接シリカ
メンブレンに添加します。結合した Total RNA は、簡単な洗浄ステップにより混入した塩や
タンパク質、細胞中の不純物などからさらに精製されます。最後に、Nuclease­Free Water を
添加して Total RNA をメンブレンから溶出します。この手法を用いれば、有機溶媒による抽
出や沈殿操作なしに、わずか一度の精製手順で高純度の Total RNA 画分を回収することがで
きます。また、この手法は少量の組織や血液、あるいは培養細胞で容易に実施でき、複数の
サンプルを処理するためにもご使用いただけます。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
SV Total RNA Isolation
System の構成品は、
Wizard® Plus または
Wizard® Plus SV DNA
Purification System の
構成品と組み合わせた
り、代替品として使用
しないで下さい。
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図1. SV Total RNA Isolation System の操作手順

プロトコールの詳細は、セクション IV および VIII.A­D. をご参照ください。

サンプル（組織、培養細胞、または白血球細胞）を
SV RNA Lysis Buffer 中でホモジナイズする

新しいチューブに移し、SV RNA Dilution Buffer を加える
混合、遠心する

新しいチューブに移し、95％エタノールを加え混合する

Spin Column Assembly に移す

吸引法吸引法吸引法吸引法吸引法

吸引により細胞溶解液
を除去する

SV RNA Wash Solution
で 洗浄する

DNase 処理

SV DNase Stop
Solution を加える

SV RNA Wash Solution
で 2 度洗浄する

Spin Basket をはずし、
Collection Tube に挿入する

遠心する

Spin Basket を Elution Tube に
挿入する

遠心法遠心法遠心法遠心法遠心法

1 分間遠心

SV RNA Wash Solution
で洗浄する

DNase 処理

SV DNase Stop
Solution を加える

1 分間遠心

SV RNA Wash Solution
で 2 度洗浄する

所要時間：60 ～ 70 分間

RNA を Elution Tube
中に溶出
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処理量の限界
SV Total RNA Isolation System は、広範な RNA 発現レベルを示す組織、血液、

または培養細胞から Total RNA を精製するために開発され最適化したものとなって
います。マウスの肝臓のように RNA が豊富に存在する組織では、1 回の精製で
30mg の新鮮な組織を処理することができます。肺のように RNA 量の少ない組織
から最大限に回収したい場合には、最大で 60mg までの組織から精製することがで
きます（セクション V の表 2 を参照）。過剰量の組織または RNA サンプルの処理
は、メンブレンの目詰まりを引き起こしたり、精製度を低下させる原因となります
ので避けてください。溶解液の最大処理量は、各 Spin Basket につき 175µl です。
組織量が多い場合、複数回に分けて精製し、必要量の Total RNA を精製して下さい。
様々な組織について推奨するサンプル量は、セクション IV.B の表 1 に記載があり
ますのでご参照ください。

 B. 精製した RNA のアプリケーション
SV Total RNA Isolation System を用いて精製した RNA は、RT­PCR やノーザン

ハイブリダイゼーションを含む多くの分子生物学分野のアプリケーションに適して
います。その他の応用例は、Promega Protocols and Applications Guide(3) および
Promega RNA Applications Guide(4) をご覧ください。

C. RNase のない環境作り
リボヌクレアーゼは、不活化するのが非常に困難です。精製過程中に、あるいは

精製後の RNA に不用意に RNase 活性を持ち込まないよう注意してください。こ
れは、サンプルが二度と手に入らないものであったり、貴重なものであったりした
場合には特に重要です。サンプル中への偶発的な RNase の混入を防ぐために、以
下の注意事項をご覧ください。

1. RNase 混入のおもな原因となるのは、研究者の手と塵粒子として空気中に浮
遊しているバクテリア、またはカビです。これらに起因するコンタミネーショ
ンを防ぐために、キットとして提供される試薬を取り扱う際には無菌操作を行
います。また、常に手袋を着用してください。

2. RNA を扱う際には、できるだけ使い捨ての滅菌したプラスチック製品を使用
します。これらは、一般的に RNase­フリーなので、RNase を不活化をするた
めの前処理を必要としません。オートクレーブした Elution Tube はこのシステ
ムに添付されています。

3. 使い捨てではないガラス製品や以前使用したプラスチック製品は、RNase­フ
リーにするために、使用前に次の処理をします。ガラス製品は 200℃ で一晩乾
熱処理する。プラスチック製品は 0.1N NaOH, 1mM EDTA 溶液、続いて
RNase­フリー水で入念にリンスする。

4. ご自分で溶液を調製される場合は、diethyl pyrocarbonate (DEPC) を 0.1% 添
加し、一晩室温でインキュベートした後、残存する DEPC を除くために、30
分間オートクレーブにかけます。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
すべての下流のアプリ
ケーションにおいて、
引き続き手袋を着用し、
RNase­フリーの溶液
や遠心管を用いて RNA
サンプルを RNase から
守ることが大切です。
DEPC は、アミンと急
速に反応するため、Tris
バッファーを処理する
ために用いることはで
きません。

DEPC は発癌物質の疑
い が あ り ま す の で 、
ヒュームフードの中で
ご使用ください。

!

!
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IV. RNAIV. RNAIV. RNAIV. RNAIV. RNA の単離と精製方法の単離と精製方法の単離と精製方法の単離と精製方法の単離と精製方法
このシステムを使用して、組織からの RNA 精製で良い結果を得るためには、新

鮮な組織サンプルを用いることが大切です。古いサンプルは Total RNA の収量を低
下させる可能性があります。回収後のサンプルは、必要に応じて直ちに液体窒素中
で凍結し、－ 70℃ で使用直前まで保存します。SV RNA Lysis Buffer 中でホモジ
ナイズしたサンプルは、－ 20℃ または － 70℃ で保存できます。大事なサンプル
の場合、RNA 精製の際に RNA が取れなかった場合に備えて、一部を － 70℃ で保
存しておくことをお奨めします。RNA精製過程で使用する化学物質に毒性があるこ
とや RNase が存在することから、溶解および精製手順を通して手袋を着用するこ
とが必須となります。

準備するもの準備するもの準備するもの準備するもの準備するもの
（溶液の組成はセクション VIII.G をご覧ください）
・小さな組織用のホモジナイザー（例えば Brinkmann、Tissuemizer™ または

Omni™ Micro）
・RNase­フリーの 95% エタノール
・ 微量遠心機
・滅菌済み 10 × phosphate­buffered saline (PBS) (培養細胞用)
・ 20ゲージ滅菌針の付いた皮下注射シリンジ(培養細胞用)
・恒温槽またはヒーティングブロック（70℃に予め加熱）
・吸引マニフォールド（プロメガの Vac­Man® Laboratory Vacuum Manifold、カ

タログ番号 A7231、または Vac­Man® Jr. Laboratory Vacuum Manifold、カタ
ログ番号 A7660） および Miniprep Vacuum Adapters（別途購入品、カタログ
番号 A1331）（吸引法による RNA 精製に必要）

備 考備 考備 考備 考備 考：：：：：このプロトコー
ルの最後に簡易マニュ
アルがあります。

A．溶液の調製
SV Total RNA Isolation System のプロトコールを始める前に、4 種類の溶液を調

製して下さい。

溶 液溶 液溶 液溶 液溶 液 調製方法調製方法調製方法調製方法調製方法  注意点注意点注意点注意点注意点

SV RNA LysisSV RNA LysisSV RNA LysisSV RNA LysisSV RNA Lysis
BufferBufferBufferBufferBuffer

DNase IDNase IDNase IDNase IDNase I

50回分（カタログ番号Z3100）: 0.5mL
の ß­Mercaptoethanol (BME) を
50ml の SV RNA Lysis Buffer に加
える。
または
10 回分 （カタログ番号 Z3101）:
1 0 0 u L の ß­Mercaptoethanol   

（BME） を 10ml の SV RNA Lysis
Buffer に加える。
50 回分（カタログ番号 Z3100）:
Nuclease­Free Water （添付） を凍
結乾燥した DNase I  の入った
DNase バイアルに記載されている
量だけ添加する。
または
10 回分（カタログ番号 Z3101）:　
Nuclease­Free Water （添付） を凍
結乾燥した DNase I  の入った
DNase バイアルに記載されている
量だけ添加する。

 B M E  B M E  B M E  B M E  を添加した後、を添加した後、を添加した後、を添加した後、を添加した後、こ の スこ の スこ の スこ の スこ の ス
 テップを行ったボトルに印をテップを行ったボトルに印を
 つける。つける。SV RNA Lysis Buffer を
  4℃ に保存する。

バイアルの溶液をゆっくり回し
ながら混ぜる。ボルテックスはボルテックスはボルテックスはボルテックスはボルテックスは
し な い で く だ さ い 。し な い で く だ さ い 。し な い で く だ さ い 。し な い で く だ さ い 。し な い で く だ さ い 。溶解した
DNase は、RNase­フリー微量遠
心チューブに使用量ずつ分注し
ておくことをお奨めします (例え
ば 5 ～ 10 回分に)。1 回の RNA
精製に、溶解した DNase I が 5µl
必 要 と な り ま す 。 溶 解 し た
DNase I は －20℃ で保存してく
ださい。

DNase I  溶液はボル
テックスしないでくだ
さい。

溶解した DNase I 溶液
は、3回以上凍結融解を
繰り返さないでくださ
い。
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SV RNA WashSV RNA WashSV RNA WashSV RNA WashSV RNA Wash
Solut ionSolut ionSolut ionSolut ionSolut ion

SV DNaseSV DNaseSV DNaseSV DNaseSV DNase
Stop Solut ionStop Solut ionStop Solut ionStop Solut ionStop Solut ion

50 回分 （カタログ番号 Z3100）:
58.8ml の濃縮した SV RNA Wash
Solution が入ったボトルに、95%
エタノールを 100ml 添加する。
または
1 0 回分（カタログ番 Z 3 1 0 1 ）:
11.8ml の濃縮した SV RNA Wash
Solution が入ったボトルに、95%
エタノールを 20ml 添加する。
50 回または 10 回分 （カタログ番
号 Z3100 または Z3101）: 8ml の
95% ethanol を 5.3ml の濃縮した
SV DNase Stop Solution に添加す
る。

エタノールを添加した後、エタノールを添加した後、エタノールを添加した後、エタノールを添加した後、エタノールを添加した後、こここここ
のステップを行ったボトルにのステップを行ったボトルにのステップを行ったボトルにのステップを行ったボトルにのステップを行ったボトルに
印を付ける。印を付ける。印を付ける。印を付ける。印を付ける。この溶液はしっか
り蓋をすれば 22～25℃で安定に
保存できます。

エタノールを添加した後、エタノールを添加した後、エタノールを添加した後、エタノールを添加した後、エタノールを添加した後、こここここ
のステップを行ったボトルにのステップを行ったボトルにのステップを行ったボトルにのステップを行ったボトルにのステップを行ったボトルに
印を付ける。印を付ける。印を付ける。印を付ける。印を付ける。この溶液はしっか
り蓋をすれば 22 ～ 25℃ で安定
に保存できます。

セクション IV. B、C、D には、様々なサイズの組織や細胞サンプルから溶解液を調製す
るための手順を記載しています。セクション IV. B には 30mg 以下の組織サンプルから
の、セクション IV.C には 30mg 以上の組織サンプルからの溶解とホモジナイゼーショ
ンのプロトコールを記載しています。組織溶解液の調製方法に関する詳細はセクション
VIII. E に示します。接着または浮遊培養細胞の溶解については、セクション IV. D にプ
ロトコールを示します。セクション IV. E および IV. F ではそれぞれ、スピン法または
吸引法を用いた溶解液からの RNA 精製プロトコールを示します。白血球細胞、植物組
織、酵母やバクテリアなどの細胞から Total RNA を単離する場合は、セクション VIII.
A ～ D をご覧ください。

B. 30mg B. 30mg B. 30mg B. 30mg B. 30mg 以下の少量の組織からの細胞溶解液の調製方法以下の少量の組織からの細胞溶解液の調製方法以下の少量の組織からの細胞溶解液の調製方法以下の少量の組織からの細胞溶解液の調製方法以下の少量の組織からの細胞溶解液の調製方法
このプロトコールは、少量の組織サンプル処理のためのものです。一般的に 175µl

の SV RNA Lysis Buffer で溶解し、ホモジナイズする手順では組織量を 30mg 以下
としますが、組織によっては調節できます （表 1 に組織別の推奨量を示します）。

1. 175µl の SV RNA Lysis Buffer (BME 添加済み) を組織サンプルを入れる滅菌し
た微量遠心チューブに移す。RNase のコンタミを防ぐために、RNase­フリー
のピペットを使用し、手袋を着用してください。

2. SV RNA Lysis Buffer を含むチューブの重さを量り、記録する。

3. 滅菌したメスの刃で、手早く組織を切り刻み、液体窒素で凍結した後、液体窒
素下で乳鉢とすり棒ですりつぶす。液体窒素およびすり潰した組織を適当なサ
イズの滅菌チューブに移し、液体窒素を飛ばした後、直ちに 175µl の SV RNA
Lysis Buffer を含むチューブに組織を移す。転倒混和によりよく混ぜる。

溶液 調製方法 注意点
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4. 組織および SV RNA Lysis Buffer を含むチューブの重さを測る。ここで出た値
からステップ 2 で得た重さを引いて組織量を計算する。一般的に、SV RNA
Lysis Buffer に対する組織重量の比率は約 30mg/175µl とするべきですが、組
織によっては調整が必要です (組織別の組織量対 SV RNA Lysis Buffer の比率
に関しては表 1 をご覧ください)。もし必要であれば、この比率となるように
SV RNA Lysis Buffer を添加してください。

　備考　備考　備考　備考　備考：：：：：     脾臓などの溶解サンプルは、核酸、細胞の破片、およびタンパク質を大
量に含み、非常に粘性があります。SV RNA Lysis Buffer を添加しても粘性が
高くてピペッティングが難しいようであれば、ステップ 5 で SV RNA Dilution
Buffer を添加する前に、さらに SV RNA Lysis Buffer を加えて希釈してくださ
い。溶解液のピペッティングを容易にするために、必要最少量の SV RNA Ly­
sis Buffer を添加してください。各 Spin Basket で処理できる溶解液の最大量
は 175µl  です。RNA レベルが低い組織の場合は、溶解液がピペッティングで
きる範囲内でより濃縮された溶解液を使用してください。

5. 350µl  の SV RNA Dilution Buffer (青色) を 175µl の溶解液に添加する。3 ～ 4
回転倒混和して混ぜる。恒温槽またはヒートブロックで 70℃ で 3 分間インキュ
ベートする。3分間以上インキュベートすると、RNA の完全性が損なわれる可
能性があります。

6. 10 分間、12,000 ～ 14,000 × g で遠心を行った後、遠心法の場合は IV. E へ、
吸引法の場合は IV. F へ進む。

表表表表表 1. 細胞溶解液を調製するための組織や細胞の推奨量細胞溶解液を調製するための組織や細胞の推奨量細胞溶解液を調製するための組織や細胞の推奨量細胞溶解液を調製するための組織や細胞の推奨量細胞溶解液を調製するための組織や細胞の推奨量
1ml Lysis Buffer1

30g のマウスから 175µl Lysis Buffer あたりの最大組
得られる器官の あたりの最大組織 織量または

サンプルの種類 湿重量 量または細胞数 細胞数
肝臓 940mg 30mg 171mg
腎臓 210mg 20mg 114mg
筋肉 2 － 30mg 171mg
脾臓 90mg 15mg 85mg
心臓 150mg 60mg 342mg
脳 463mg 60mg 342mg
肺 200mg 60mg 342mg
RAW264.7 cells N/A 1 × 10 5 ～ 5 × 10 6 5.7 × 10 5 ～ 2.8 × 10 6

Spin Column を使用して最も良い結果を得るためには、指定された Lysis Buffer 量に対して上記の
組織量および細胞数を用いることをお薦めします。

1 効率的に処理できる溶解液の最大量は、Spin Basket あたり 175µl です。溶解液中に Spin Basket
の許容量よりも多くの RNA が含まれていると、洗浄ステップで RNA をロスすることになります。
器官や組織によってはすべてを処理するために 1ml 未満の Lysis Buffer を用います （例、マウス
の心臓や肺）。推奨する比率を使用し、必要に応じて溶解液の粘性を調整してください （例えば、
154mg のマウス心臓には 450µl の Lysis Buffer をホモジナイズに用います)。

2 全種類の筋肉の重量は記載しません。

N/A: 該当しない
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C. 30mg C. 30mg C. 30mg C. 30mg C. 30mg を越える組織からの細胞溶解液の調製方法を越える組織からの細胞溶解液の調製方法を越える組織からの細胞溶解液の調製方法を越える組織からの細胞溶解液の調製方法を越える組織からの細胞溶解液の調製方法
このプロトコールでは 1ml の SV RNA Lysis Buffer を使用した組織のホモジナイ

ゼーションと溶解手順について記載します。組織の種類による推奨サンプル量につ
いては表 1 を参照してください。

1. 組織サンプルを入れるチューブに、1ml の SV RNA Lysis Buffer （BME 添加した
もの）を移す。RNase の混入を防ぐため、RNase­フリーのピペットを使用し、手
袋を着用してください。

2. SV RNA Lysis Buffer が入っているチューブの重さを量って記録する。

3. 組織を摘出後、SV RNA Lysis Buffer の入っているチューブに入れる。できるだけ
急いで行ってください。小さなホモジナイザー（Tekmar Tissuemizer™ など）を
使用し、組織片が見えなくなるまで、高速で組織をホモジナイズする（溶解液調製
に関するその他の情報は VIII.E を参照)。

4. 組織と SV RNA Lysis Buffer の入ったチューブの重さを計る。ここで得た重さか
ら、ステップ 2 で得られた重さを引いて組織の重さを求める。一般的に、SV RNA
Lysis Buffer に対する組織重量比は、約 171mg/ml とするべきですが、組織によっ
ては調整が必要です （組織別の SV RNA Lysis Buffer に対する組織重量比の推奨
量を表 1 に示します）。もし必要であれば、この比率となるように SV RNA Lysis
Buffer をさらに加えてください。

備 考備 考備 考備 考備 考：：：：： 脾臓サンプルなどの溶解液は、核酸、細胞質の破片、およびタンパク質を大
量に含み、溶解液の粘性が非常に高くなります。もし、SV RNA Lysis Buffer を添
加した後でも、溶解液がピペットで容易に吸引できないくらい粘性が高い場合は、
ステップ 5 で SV RNA Dilution Buffer を添加する前に、さらに SV RNA Lysis Buffer
を加えて希釈してください。溶解液のピペッティングを容易にするために、必要最
少量の SV RNA Lysis Buffer を添加してください。Spin Basket あたりの処理でき
る溶解液の最大量は 175µl です。RNA 量が少ない組織では、溶解液のピペッティ
ングができる範囲内で、できるだけ高濃度の溶解液を使用してください。

5. 175µl  の組織溶解液を 1.5ml 遠心チューブに移す。余った溶解液は、－ 20℃ また
は －70℃ で凍結保存する。350µl  の SV RNA Dilution Buffer （青色） を添加する。
3 ～ 4 回転倒混和して混ぜる。恒温槽または、ヒートブロックで 70℃ で 3 分間イ
ンキュベートする。3 分間以上インキュベートすると、RNA の完全性が損なわれる
場合があります。

6. 12,000 ～ 14,000 × g で 10 分間遠心をした後、遠心法の場合は IV. E へ、吸引法
の場合は IV. F へ進む。

D.  D.  D.  D.  D.  培養細胞の溶解方法培養細胞の溶解方法培養細胞の溶解方法培養細胞の溶解方法培養細胞の溶解方法
浮遊および接着培養細胞の溶解には、以下のプロトコールを使用します。精製に

は最少で 1.5×103 個の細胞から、最大で 5×106 個の細胞を使用してください。細
胞の種類や回収時の機能およびRNA発現量などによって、使用する細胞数を調整す
る必要があります。

1. 接着細胞の回収は、細胞を溶解する前に付録のセクション VIII. F のプロトコール
に従って行う。浮遊細胞の場合はステップ 2 に進む。

2. 滅菌した 50ml 遠心チューブに、1.5 × 103 ～ 5 × 106 個の細胞を 300 × g で 5 分
間遠心し、回収する。細胞のペレットを 25ml の冷却した 1×PBS で洗浄する （作
成法はセクション VIII. G を参照）。300 × g で 5 分間遠心し、細胞を回収する。上
清を捨てる。

備 考備 考備 考備 考備 考:::::このテクニカルマ
ニュアルの最後に簡易
プロトコールがありま
す。
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3. BME が SV RNA Lysis Buffer に添加されていることを確認する。洗浄した細胞に
175µl の SV RNA Lysis Buffer を添加し、細胞のペレットを撹拌し、ボルテックス
および （または） ピペッティングによりよく混ぜる。

4. 1 × 106 個の細胞までなら、175µl の SV RNA Lysis Buffer で容易に溶解できます。
1 × 106 ～5 × 106 個の細胞では、ゲノムDNAをせん断するために 20 ゲージの針
を通す必要があります。4 ～ 5 回繰り返します。1.5ml チューブに細胞溶解液を回
収する。

5. 350µl の SV RNA Dilution Buffer （青色） を 175µlの細胞溶解液に添加する。3～4
回転倒混和して混ぜる。恒温槽または、ヒートブロックに 70℃ で 3 分間置く。3
分間以上インキュベートすると、RNA の完全性を損なう場合があります。

6. 12,000～14,000 ×g で 10 分間、20～25℃ で遠心する。遠心法の場合はセクショ
ン IV.E へ、吸引法の場合はセクション IV. F へ進む。

E.  E .  E .  E .  E .  遠心法による遠心法による遠心法による遠心法による遠心法による RNA  RNA  RNA  RNA  RNA 精 製精 製精 製精 製精 製
各サンプル毎に一つの Spin Column Assembly を使用します。パッケージの紙を

チューブで穏やかに押すようにして、プラスチックトレーから取り出します。各
Spin Column Assembly は、Spin Basket と Collection Tube からなります。もし、
Spin Basket のキャップが不用な場合は、ねじり取ります。このキャップは Spin
Basket から外れるようにデザインされています。もしキャップを Spin Basket に
つけたままにする場合は、遠心操作の際には必ず閉めなければなりません。Collec­
tion Tube にラベルをして、Spin Column Assembly を微量遠心チューブラックに
置きます。サンプルの確認をするためにはチューブにラベルをしておくことが重要
です。チューブを取り扱う際には手袋を着用してください。

1. 溶解液の上清をピペッテイングで新しい遠心チューブに移す。細胞残さのペレット
に触れないように注意してください。

2. 200µl の 95% エタノールを上清に添加し、3～4 回ピペッティングして混ぜる。混
合液を Spin Column Assembly に移す。12,000 ～ 14,000 × g で 1 分間遠心する。

3. Spin Column Assembly から、Spin Basket を取り外して Collection Tube 中の液体
を捨てる。Spin Basket を Collection Tube に戻す。IV.A で述べたように、SV RNA
Wash Solution がエタノールで希釈されているか確認する。600µl の SV RNA Wash
Solution を Spin Column Assembly に添加する。12,000 ～14,000 × g で 1 分間遠
心する。

4. 前の要領で Collection Tube を空にし、ラックに置く。単離操作のたびに滅菌した
チューブに1サンプルあたり 40µlの Yellow Core Buffer、5µl の 0.09M MnCl2 およ
び 5µl の DNase I 酵素をこの順番で混合して DNase 反応ミックスを調製する。
DNase 反応ミックスは必要量だけ調製し、ピペッティングは気を付けながら行って
ください。穏やかにピペッティングして混ぜる。穏やかにピペッティングして混ぜる。穏やかにピペッティングして混ぜる。穏やかにピペッティングして混ぜる。穏やかにピペッティングして混ぜる。ボルテックスはしないでくだボルテックスはしないでくだボルテックスはしないでくだボルテックスはしないでくだボルテックスはしないでくだ
さい。さい。さい。さい。さい。DNase I は、氷上で融かします。新しく調製した DNase 反応ミックス 50µl
を Spin Basket のメンブレンに直接添加する。溶液がメンブレン全体にしっかりと
行き渡っていることを確認することが重要です。この反応ミックスは見やすくする
ために黄色く着色されています。

5. 20 ～ 25℃で 15 分間インキュベートする。インキュベーション終了後、200µl の
SV DNase Stop Solution  （IV. A で調製したもの；エタノールが添加してあるかど
うかを確認する） を Spin Basket に添加し、12,000～14,000 × g で 1 分間遠心す
る。次のステップまで Collection Tube を空にする必要はありません。

6. 600µl の SV RNA Wash Solution （エタノール添加したもの） を添加し、12,000～
14,000 × g で 1 分間遠心する。

備 考備 考備 考備 考備 考：：：：： 溶解液がピペッ
トで容易に吸引できな
いくらい粘性が高い場
合は、ステップ 5 で SV
RNA Dilution Buffer を
添加する前に、さらに
SV RNA Lysis Buffer を
添加し、希釈して下さ
い。SV RNA Lys i s
Buffer は溶解液が容易
にピペッティングでき
る必要最少量を加えま
す。

少量のペレット残さの
持ちこみによりRNAの
精製が損なわれること
はありません。残さは
上清の上部に固相を形
成することがあります。
その場合は、ピペット
で上清を吸い上げる前
に、ピペットチップで
この層をチューブの壁
面へとよけてください。
上清の量はおよそ 500µl
のはずですが、溶解液
中の組織量によって変
わります。

ステップ 4 の前に、Yel­
low Core Buf fer  と
0.09M MnCl2 を混合し
ないでください。
Yel low Core Buf ferYel low Core Buf ferYel low Core Buf ferYel low Core Buf ferYel low Core Buf fer
ととととと 0.09M MnCl0 .09M MnCl0 .09M MnCl0 .09M MnCl0 .09M MnCl22222     は 、は 、は 、は 、は 、
別 々 に 保 存 し て 、別 々 に 保 存 し て 、別 々 に 保 存 し て 、別 々 に 保 存 し て 、別 々 に 保 存 し て 、各各各各各
RNA RNA RNA RNA RNA サンプルにつきサンプルにつきサンプルにつきサンプルにつきサンプルにつき
新 た に 混 合 し て く だ新 た に 混 合 し て く だ新 た に 混 合 し て く だ新 た に 混 合 し て く だ新 た に 混 合 し て く だ
さい。さい。さい。さい。さい。

!
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7. Collection Tube を空にして、250µl の SV RNA Wash Solution (エタノール添加し
たもの)を添加する。高速で 2 分間遠心する。

8. もしまだ行っていない場合は、Spin Basket からキャップをねじり取る。

9. 各サンプルについて、パッケージの上から穏やかに押してプラスチックトレイから
Elution Tube、1 個を外す。Spin Column Assembly １セットに対して、Elution Tube
は 1 個しかありません。Spin Basket を Collection Tube から取り外し、Elution Tube
へと移す。100µl の Nuclease­Free Water をメンブレンに添加する。メンブレン表
面を水が完全にカバーできたかどうか確認する。遠心機に Elution Tube の蓋を外
側に向けて Spin Basket Assembly を置く。12,000 ～ 14,000 × g で 1 分間遠心す
る。Spin Basket を外し、捨てる。精製した RNA が入っている Elution Tube に蓋
をして、－ 70℃ で保存する。

備 考備 考備 考備 考備 考:  :  :  :  :  溶出量を 100µl 以下にすることは、お奨めしません。RNA の濃縮が必要な
場合は、吸引乾燥した後、少量の水に懸濁することができます。RNA の回収量を最
大限にする必要がある場合は、二本目の新しい滅菌チューブに入れ替えて、100µl
の Nuclease­Free Water を加え、12,000～14,000 ×g で 1 分間遠心して溶出する
ことをお奨めします。組織の使用量や RNA 発現量にも依存しますが、10～20% の
RNA をさらに得ることができます。

F.  F .  F .  F .  F .  吸引法による吸引法による吸引法による吸引法による吸引法による RNA  RNA  RNA  RNA  RNA 精 製精 製精 製精 製精 製
Spin Column Assembly をサンプル毎に 1 個づつプラスチックトレーの紙の部分

から押して取り出します。各Spin Column Assembly は、Spin Basket と Collection
Tube からなります。Spin Basket Spin Basket Spin Basket Spin Basket Spin Basket の蓋を軽くねじって外し、の蓋を軽くねじって外し、の蓋を軽くねじって外し、の蓋を軽くねじって外し、の蓋を軽くねじって外し、捨てます。捨てます。捨てます。捨てます。捨てます。吸引
法では、吸引マニフォールドを使用する際に蓋が邪魔になるため、外さなければな
りません。Collection Tube Collection Tube Collection Tube Collection Tube Collection Tube にラベルをした後、にラベルをした後、にラベルをした後、にラベルをした後、にラベルをした後、ステップステップステップステップステップ 10 10 10 10 10 まで取っておきまで取っておきまで取っておきまで取っておきまで取っておき
ます。ます。ます。ます。ます。サンプルを識別できるようにするために正確にラベルすることが重要です。
Spin Basket へのラベルは、トップバンドの側面にして下さい。Basket の横につけ
た印は、エタノールによる洗浄ステップで消えてしまう可能性があります。Spin
Basket が、吸引法の手順中で詰まってしまった場合は、遠心法へと RNA 精製手順
を変更してください（セクション IV.E）。

1. Miniprep Vacuum Adapter をマニフォールドの Luer­Lok® に取り付ける。SV RNA
Spin Basket をきちんと収まるまで、ゆっくり Miniprep Vacuum Adapter へ押し込
む。

2. 溶解液の上清をピペッティングにより新しい微少遠心チューブに移す。細胞残さの
ペレットに触れないよう注意してください。

3. 200µl の 95% エタノールを上清に添加し、3～4 回ピペッティングして混ぜる。こ
の混合液を Spin Column Assembly に移す。

4. 少なくとも 15 inches （37.5mm） mercury の吸引を使用し、溶解液が Spin Basket
を通過するようにする。IV.A で述べたように SV RNA Wash Solution がエタノー
ルで希釈されているかどうかを確認する。900µl の SV RNA Wash Solution を添加
し、Spin Basket を通過させる。

5. 吸引を止め、真空をとくためにマニフォールドの使用していないポートを開ける。
次のステップへ進む前に、全ての吸引圧が無くなったことを確認してください。カ
ラムへの逆流を防ぐため、吸引装置のところで吸引を止めることが重要です。

溶出液の量を 100µl 以
下にすることはお薦め
しません。RNA の濃縮
が必要な場合は、吸引
乾燥して少量の水に懸
濁することができます。

!

注 意注 意注 意注 意注 意：：：：：     このプロトコー
ルでは、M i n i p r e p
Vacuum Adapters (カタ
ログ番号 A1331) が必要
となります。Miniprep
Vacuum Adapter を再利
用される場合は、使用
前に 0.1N NaOH、1mM
EDTA で十分リンスし
た後、Nuclease­Free
Water でさらにリンス
してください。

少量の細胞残さペレッ
ト の 持 ち こ み に よ り
RNA の精製が損なわれ
ることはありません。
残さは上清の上部に固
相を形成することがあ
ります。その場合は、ピ
ペットで上清を吸い上
げ る 前 に 、 ピ ペ ッ ト
チ ッ プ で こ の 層 を
チューブの壁面へとよ
けてください。上清の
量はおよそ 500µl  のは
ずですが、溶解液中の
組織量によって変わり
ます。

!
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ステップ 6 の前に、Yel­
low Core Buf fer  と
0.09M MnCl2 を混合し
ないでください。
Yel low Core Buf ferYel low Core Buf ferYel low Core Buf ferYel low Core Buf ferYel low Core Buf fer
ととととと 0.09M MnCl0 .09M MnCl0 .09M MnCl0 .09M MnCl0 .09M MnCl22222     は 、は 、は 、は 、は 、
別 々 に 保 存 し て 、別 々 に 保 存 し て 、別 々 に 保 存 し て 、別 々 に 保 存 し て 、別 々 に 保 存 し て 、各各各各各
RNA RNA RNA RNA RNA サンプルにつきサンプルにつきサンプルにつきサンプルにつきサンプルにつき
新 た に 混 合 し て く だ新 た に 混 合 し て く だ新 た に 混 合 し て く だ新 た に 混 合 し て く だ新 た に 混 合 し て く だ
さい。さい。さい。さい。さい。

6. 上記のように Collection Tube を空にしてラックに置く。単離操作のたびに滅菌し
たチューブに1サンプルあたり 40µl の Yellow Core Buffer、5µl の 0.09M MnCl2 お
よび 5µl の DNase I 酵素をこの順番で混合して DNase 反応ミックスを調製する。
DNase 反応ミックスは必要量だけ調製し、ピペッティングは気を付けながら行って
ください。穏やかにピペッティングして混ぜる。穏やかにピペッティングして混ぜる。穏やかにピペッティングして混ぜる。穏やかにピペッティングして混ぜる。穏やかにピペッティングして混ぜる。ボルテックスはしないでくだボルテックスはしないでくだボルテックスはしないでくだボルテックスはしないでくだボルテックスはしないでくだ
さい。さい。さい。さい。さい。DNase I は、氷上で融かします。新しく調製した DNase 反応ミックス 50µl
を Spin Basket のメンブレンに直接添加する。溶液がメンブレン全体にしっかりと
行き渡っていることを確認することが重要です。この反応ミックスは見やすくする
ために黄色く着色されています。

7. 20 ～ 25℃ で 15 分間インキュベートする。インキュベーション後、200µl の SV
DNase Stop Solution （IV.A で用意したもの。エタノールが添加されていることを
確認する） を Spin Basket に添加する。使用していないポートを閉めてから吸引し、
溶液を Spin Basket に通過させる。

8. 900µl の SV RNA Wash Solution （エタノール添加済み） を添加し、Spin Basket を
通過させる。この洗浄を繰り返す。

9. 吸引を止め、マニフォールドを真空状態から解除するために、使用していないポー
トを開く。各 Spin Basket をマニフォールドから外し、予めよけておいた Collec­
tion Tube に移す。残存している Wash Solution を除くため、Spin Basket と Col­
lection Tube を 12,000 ～ 14,000 × g で 1 分間遠心する。

10. 各サンプルについて、プラスチックトレイからパッケージを上から穏やかに押し
て Elution Tube　1 個を外す。Spin Column Assembly 1 セットに対して、Elution
Tube は 1 個しかありません。Spin Basket を Collection Tube から取り外し、Elu­
tion Tube へと移し変える。

11. RNA を溶出するために、100µl の Nuclease­Free Water を Spin Basket に添加す
る。メンブレンの表面が完全に覆われているのを確認する。

12. 12,000 ～ 14,000 × g で 1 分間遠心する。Spin Basket を取り外して捨てる。精
製した RNA の入った Elution Tube は蓋をして － 70℃ で保存する。

備 考備 考備 考備 考備 考：：：：： 100µl 以下の Nuclease­Free Water で溶出を行うと、RNA 収量が下がる場
合があります。RNA の濃縮が必要な場合は、真空乾燥した後、少量の水に溶解する
ことができます。RNA の回収量を最大限にする必要がある場合は、二本目の新しい
滅菌チューブに替えて、100µl の Nuclease­Free Water を加え、2 回目の溶出を行
うことをお奨めします。組織の使用量や RNA 発現量にも依存しますが、10 ～ 20%
の RNA をさらに得ることができます。

V. RNA V. RNA V. RNA V. RNA V. RNA 収量と精製度の決定収量と精製度の決定収量と精製度の決定収量と精製度の決定収量と精製度の決定
収量と精製度

SV Total RNA Isolation System は、様々な組織や細胞から、インタクトな RNA
を精製するために使用できます。得られた Total RNA の収量は、260nm における
吸光度により決定でき、1 absorbance unit  (A260 ) を、40µg の一本鎖 RNA/ml と等
しいものとします。精製度は、230、 260、および 280nm の吸光度比 （すなわち、
A260/A280 と A260/A230）から推定できます。

SV Total RNA Isolation System で精製した RNA は、ほとんど DNA フリーで、
タンパク質の混入がないことから、セクション III. B に記載している用途に直接用
いることができます。精製した RNA は A260/A280 ＝ 2.0 という値を示します。

溶出量を 100µl 以下に
することはお薦めしま
せん。もし、RNA の濃
縮が必要な場合は、真
空 乾 燥 の 後 に 少 量 の
Nuclease­Free Water で
溶出して下さい。

!
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しかし、個々の材料や手法の違いにより、RNA を A260/A280 の範囲は、1.7～2.1 と
なることが予測されます。もし、RNA の精製度が 1.7 以下であった場合、RNA の
精製度を改善するために可能な原因と解決方法をセクション VI でご確認ください。
表 2 は、各種細胞および組織を材料として、Total RNA を SV Total RNA Isolation
System で精製した際の収量および A260/A280 の値です。この手法を用いた場合、
RNA は通常 A260/A230 で 1.8～ 2.2 を示します。A260/A230 の値が低い場合、グアニ
ジンの混入が考えられ、下流のアプリケーションに影響が出ることがあります。
RNA が十分量得られれば、変性アガロースゲル電気泳動によって RNA の完全性を
確認してください。ホルムアルデヒド (5,6) または グリオキサル (6,7) を変性剤と
して使用した数種類の方法が適しています。真核生物の 28S および 18S リボゾー
ム RNA の比率は、エチジウムブロマイド染色するとおよそ 2：1 になるはずで、こ
の結果から RNA 全体の分解が起きていないことが分かります。RNA サンプルは、
分解されると 28S リボゾーム RNA が 18S と類似の RNA 種になるという特徴から
この比は逆転します。RNA の分解を避けるためには、セクション III および VI の
ヒントをご確認ください。

表表表表表 2.   2 .   2 .   2 .   2 .  組織および細胞からの組織および細胞からの組織および細胞からの組織および細胞からの組織および細胞からの Total RNA  Total RNA  Total RNA  Total RNA  Total RNA 精製後の平均収量精製後の平均収量精製後の平均収量精製後の平均収量精製後の平均収量

平均収量平均収量平均収量平均収量平均収量
サンプルサンプルサンプルサンプルサンプル サンプルのサンプルのサンプルのサンプルのサンプルの 平均収量平均収量平均収量平均収量平均収量 (((((µg) / 1) / 1) / 1) / 1) / 1mg AAAAA260260260260260 /A /A /A /A /A230230230230230 AAAAA260260260260260 /A /A /A /A /A280280280280280

最大量最大量最大量最大量最大量  ( ( ( ( (µg) / 1 ) / 1 ) / 1 ) / 1 ) / 1 回回回回回 組織組織組織組織組織 平均値平均値平均値平均値平均値 平均値平均値平均値平均値平均値
マウス組織マウス組織マウス組織マウス組織マウス組織
肝臓 30mg 131 4.4 2.4 1.9
腎臓 20mg 44 2.2 2.1 1.9
脾臓 15mg 79 5.3 2.3 1.9
脳 60mg 39 0.65 2.1 2.1
筋肉 30mg 22 0.73 1.8 2.1
ラット組織ラット組織ラット組織ラット組織ラット組織
膵臓 30mg 100 3.5 2.2 1.9
心臓 60mg 16 0.27 1.8 2.1
肺 60mg 36 0.60 2.0 2.1
バクテリアバクテリアバクテリアバクテリアバクテリア
大腸菌 ～ 1 × 109 cells 36 N/A 1.6 2.0
酵 母酵 母酵 母酵 母酵 母
S. cerevisiae ～ 4 × 107 cells  19 N/A 1.7 2.1
植 物植 物植 物植 物植 物
トマト葉 30mg 4.6 0.15 1.4 2.0
株化細胞株化細胞株化細胞株化細胞株化細胞
RAW 264.7 5 × 106 cells 51 N/A 2.0 2.1
細胞

N/A:該当しない

表 2 の値は、プロメガで得られた結果を平均値として表したものです。収量は組織の種類や細胞お
よびサンプルの代謝状態にも依存します。株化細胞および脾臓サンプルの値は、それぞれ 2 ～3 回
の精製結果の平均値です。その他全てのサンプルの値は、少なくとも 6 回の精製を行って得られた
平均値です。

これらの平均値は、表にある腎臓、肝臓、脾臓および株化細胞を除いたラットおよびマウス組織サ
ンプルで、遠心法および吸引法の両方の手法を使用して計算した値です。細菌、植物、酵母サンプ
ルは、遠心法で行った結果のみについて評価しました。

心臓と肺を除く組織の RNA 収量はマウスの組織で行っています。心臓と肺の RNA 収量は、ラッ
ト組織で得たものです。株化細胞は、10% ウシ胎児血清および 1mM ピルビン酸を添加した
Dulbecco's modified Eagle's 培地で、コンフルエントになるまで培養したマウスマクロファージの
株化細胞 RAW264.7 を使用しました。
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コメントコメントコメントコメントコメント

RNA 溶液中から混入したタンパク

質を除去する方法はいくつかありま

す。最も便宜的な方は、フェノール/

クロロフォルム抽出です。この有機

溶媒精製法により、A260 /A280 は上が

ります。しかし、RNAの収量は下が

ることが予想されます (最大40%程

度)。

NaCl を終濃度 0.1M となるよう添加

して、RNA を沈殿させます。2.5 倍

量のエタノールを添加して、－20℃

で30 分間インキュベートします。4

℃ で 10,000 × g、15 分間遠心して

RNA を回収します。RNA を Nu­

clease­Free Water に懸濁します。

凍結保存された組織または細胞溶解

液は、Total RNA 量が減っている場

合があります。最大収量を得るため

には、サンプル溶解液を調製したら

できるだけ早く RNA を精製してく

ださい。

組織や細胞により湿重量あたりの精

製できる R N A 量は異なります。

Total RNA の収量が低い場合は、処

理する開始サンプル量を増やしてく

ださい。

サンプルは摘出後に直ちにホモジナ

イズまたは凍結しないと、RNA の

収量が低く、完全性が減少すること

があります。もし、すぐに精製がで

きない場合は、組織を液体窒素で直

ちに凍結し、－ 70℃ で保存してく

ださい。ホモジナイズしたサンプル

は、－ 20℃ または － 7℃で保存し

てください。

もしサンプル溶解液中の RNA が

Spin Basket の許容量を超えていた

ら、超えた分の RNA は洗浄ステッ

プで除かれてしまいます。最大の回

収量が必要である場合には、サンプ

ル溶解液を分けて精製を複数回行い

ます。得られた RNA 溶液はひとつ

に集めて、最終的な収量を決定しま

す。

トラブルの症状トラブルの症状トラブルの症状トラブルの症状トラブルの症状

A260/A280 の値が低

い

A260/A230 の値が低

い

A260 の値が低い

 (RNA の収量が低

い)

可能性のある原因可能性のある原因可能性のある原因可能性のある原因可能性のある原因

一般的にはタンパク質

の混入

一般的にはグアニジン

チオシアン酸の混入

－ 20℃ または － 70℃

で保存していた組織ま

たは組織溶解液サンプ

ルを使用した

組織中の Total RNA 量

が少ない

サンプルの完全性が低

い

Spin Basket のメンブレ

ンの結合容量を超えて

いる

VI.  VI .  VI .  VI .  VI .  困ったときには困ったときには困ったときには困ったときには困ったときには･･･････････････（（（（（続続続続続ききききき）））））
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コメントコメントコメントコメントコメント

Total RNA を最大量回収するために、

この混合液は 70℃ で 3 分間、熱処

理しなければなりません。熱処理を

しないと収量をげることになりま

す。

SV Total RNA Isolation System は、

複数のステップで構成されており、

正しい試薬を正しい順番で使用して

いただく必要があります。そうする

ことで、精製過程を通じて

RNA がメンブレンに結合したまま

保たれるようになります。Wizard®

Plus SV DNA Purification System の

バッファーは、このシステムには適

さないので、ご使用できません。

実験を始める前に、セクションIV.A

の指示に従って溶液を調製してくだ

さい。

できるだけ素早く処理を行います。

サンプル調製中にライセートを氷上

に置いておくことができます。温度

の上昇が原因である場合は、収量と

安定性を改善するために氷冷した

SV RNA Lysis Buffer をホモジナイ

ゼーションに使用します。ホモジナ

イザーの先端が、ホモジナイズして

いる間、ライセート中にあるように

してください。

泡が消えてからピペッティングを行

います。ホモジナイズは目で確認で

きる組織片が無くなるまでとしま

す。

上清を分けると回収量にばらつきが出

て再現性が悪くなります。上清を移す

際に全量をピペッティングすれば、最

適な収量と再現性が得られます。

最大量の Total RNA を回収するため

には、この混合液を 70℃ で 3 分間、

熱処理しなければなりません。この

混合液を熱処理しないと、収量が減

り、再現性が低下します。

トラブルの症状トラブルの症状トラブルの症状トラブルの症状トラブルの症状

A260 の値が低い

(RNA の収量が低

い)(続き)

組 織 溶 解 液 が 泡

立ってしまう

サンプル間の再現

性が悪い

VI.  VI .  VI .  VI .  VI .  困ったときには困ったときには困ったときには困ったときには困ったときには･･･････････････（（（（（続続続続続ききききき）））））
可能性のある原因可能性のある原因可能性のある原因可能性のある原因可能性のある原因

希釈したホモジネート

を、70℃ で熱処理しな

かった ( セクション

IV.B、ステップ 5。セク

ション IV.C、ステップ

5 。およびセクション

IV.D、ステップ 5)

手順通りに正しく行っ

ていないか、間違った

試薬を使っている

エ タ ノ ー ル を  S V

DNase StopSolution ま

たは SVRNA Wash So­

lut ion に添加していな

かった

組織をホモジナイズす

る間に、ライセートが

温まってしまった

ホモジナイザーによっ

ては組織をホモジナイ

ズする際に泡立ってし

まうことがある

残 さ を 除 去 し た ラ イ

セート（上清） の一部を

使っている

希釈したホモジネート

を 7 0 ℃で熱処理しな

かった ( セクション

IV.B、ステップ 5。セク

ション IV.C、ステップ

5 。およびセクション

IV.D、ステップ 5)
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コメントコメントコメントコメントコメント

コントロールの PCR 反応に用いる

Tota RNA 量を 50 ～ 100ng に減ら

す。一般的にまれな mRNA からの

その RNA に特異的な産物は、50ng

Total RNA を使用した RT­PCR 反

応で確認できます。

ホモジネートを調製するときに用い

る開始組織量を減らします。1 回の

精製に使用する量が 30mg またはそ

れ以下であれば、ほとんどの組織で

ゲノム DNA の混入は見られません。

腎臓組織に関しては 1 回の精製で

2 0 m g、また脾臓組織に関しては

15mg をそれぞれ超えないようにし

ます。培養細胞は、1 回のプレップ

が 5×106 cells を超えないようにし

ます。

指示通りの組織量をこのシステムで

用いていただければ、精製された

RNA の RT­PCR で、ほとんどの場

合ゲノム DNA の混入は確認されな

いでしょう。しかし、密度の高い組

織や培養細胞では DNA が多く含ま

れているために除ききれません。も

し、サンプル中への DNA の混入が

問題であれば、RNA を単離した後に

RQ1 RNase­Free DNase (カタログ

番号 M6101) を使用して DNase 処

理し、続いてフェノール/クロロフォ

ルム抽出を行うことをお薦めしま

す。詳しい情報については、文献 3

をご覧いただくか、RNAgents® Total

RNA Isolation System Technical Bul­

letin #TB087 をご請求ください。

セクション IV.A に従い、凍結乾燥

品の DNase I を懸濁して保存しま

す。分注を行った後の DNase は、3

回以上凍結融解を繰り返さないでく

ださい。

各精製を行う際には使用直前に滅菌

したチューブ内で 40µl Yellow Core

Buffer と 5µl 0.09M MnCl2 と 5µl

DNase I 酵素を混ぜ、調製します。1

回の RNA 精製につき、DNase 反応

液を新たに直前調製してください。

ボルテックスはしないでください。

トラブルの症状トラブルの症状トラブルの症状トラブルの症状トラブルの症状

PCR を行うとゲ

ノム DNA の混入

が確認された

ゲノム DNA の混

入

VI.  VI .  VI .  VI .  VI .  困ったときには困ったときには困ったときには困ったときには困ったときには･･･････････････（（（（（続続続続続ききききき）））））
可能性のある原因可能性のある原因可能性のある原因可能性のある原因可能性のある原因

PCR 反応に使用するサ

ンプル量が多すぎる

サ ン プ ル 中 の ゲ ノ ム

DNA 量が多すぎる

DNase I 酵素の不活化

MnCl2 または DNase I を

Yellow Core Buffer に添

加しなかった
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トラブルの症状トラブルの症状トラブルの症状トラブルの症状トラブルの症状

ゲノム DNA の混

入(続き)

Spin Basket が目

詰まりした

容易に吸い上げら

れ な い ほ ど ラ イ

セートに粘性があ

る

吸引法でライセー

トが Spin Basket

を通過しない

可能性のある原因可能性のある原因可能性のある原因可能性のある原因可能性のある原因

消化の間、DNase I溶液

が十分メンブレンに接

していなかった

DNase 処理が省かれて

いた、または正確に行

われていない

ライセートの濃度が高

すぎる

ライセートを遠心した

後ペレットに触れてし

まった

最初のライセートの粘

性が高すぎる

ライセートを氷上に置

いている間に粘性が高

くなった

吸引圧が不充分

コメントコメントコメントコメントコメント

DNase I溶液が完全にメンブレンを

覆っているかどうか、目で確認して

下さい。溶液は、容易に確認できる

よう黄色く着色されています。

DNase 処理は、ホスト DNA の混入

の可能性を排除するために行わなけ

ればなりません。

ホモジナイズした溶解液が容易に吸

い上げられないようであれば、細胞

溶解液の濃度が高すぎ、SV RNA

Dilution Buffer で十分希釈できない

ということになります。RNA の濃

度は組織の機能により組織間で異な

ります。ライセートの粘性が高いよ

うであれば、SV RNA Dilution Buffer

を添加する前に、SV RNA Lysis

Buffer で希釈すると良いでしょう。

１ 回の精製には、175µl 以上のライ

セートを用いないでください。

遠心ステップ後のライセートの上清

は、慎重に吸い上げます。沈殿した

タンパク質や細胞残さに触らないよ

うに気を付けてください。

SV RNA Lysis Buffer で溶解液を希

釈します。

短時間、再ホモジナイゼーション

し、ゲノム DNA をせん断します。ラ

イセートを再ホモジナイズすると、

RNA の収量が下がることがありま

すので、必要なときにのみ行いま

す。

吸引法で Spin Basket を使用するた

めには、通すことができなかった15

inches of mercury より大きい吸引圧

が必要です。吸引法を用いて Spin

Basket を十分に引けなかった場合

は、遠心法に切り替えて行ってくだ

さい。

VI.  VI .  VI .  VI .  VI .  困ったときには困ったときには困ったときには困ったときには困ったときには･･･････････････（（（（（続続続続続ききききき）））））
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VI.  VI .  VI .  VI .  VI .  困ったときには困ったときには困ったときには困ったときには困ったときには･･･････････････（（（（（続続続続続ききききき）））））

トラブルの症状トラブルの症状トラブルの症状トラブルの症状トラブルの症状

RNA の分解

可能性のある原因可能性のある原因可能性のある原因可能性のある原因可能性のある原因

操作中の RNase の混入

サンプル調製中に RNA

が分解した

コメントコメントコメントコメントコメント

RNA を操作する際や保存する際に

は、DEPC 処理したガラス容器や溶

液、および使い捨てのプラスチック

容器を使用してください。全行程

で、手袋を着用してください。溶出

後の RNase の混入によってもRNA

は分解されます。

サンプルを精製する際には、手早く

行う必要があります (A260 が低い、

サンプルの完全性が低い" のところ

のコメントをご覧ください)。
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VII I .  VI I I .  VI I I .  VI I I .  VI I I .  付 録付 録付 録付 録付 録
A. 白血球からの Total RNA の精製

SV Total RNA Isolation System の標準的なプロトコール (セクション IV.B)
を使うと、100µl の全血、血漿、または血清から、Total RNA を効率的に直接
精製できます。プロトコールの最初の 5 つのステップまでは、100µl を越える
全血を使って白血球細胞から RNA を効率的に単離するために非常に重要です。
ステップ 6 ～ 10 は、SV Total RNA Isolation System を使用した組織サンプル
および培養細胞からの Total RNA を精製する際の手順と同じです。1ml あたり
の血液から得られる標準的な Total RNA 量は、弊社データで 0.75～ 1.50µg で
した。実際に得られる RNA 量は、サンプル中の白血球の数、または病原体の
数に依存して変わります。

以下に示す例は、SV Total RNA Isolation System を使用し、遠心チューブに
入った 1ml の血液を処理する手順です。この手順は、微量遠心チューブを使っ
て、100µl までスケールダウンできます。

準備するもの準備するもの準備するもの準備するもの準備するもの
(SV Total RNA Isolation System の溶液をセクション IV.A にしたがって調
製します。溶液の組成は、セクション VIII.G に記載されています。)

　・70℃ に熱した恒温槽またはヒーティングブロック
　・ RNase­フリーの 95% エタノール
　・ 微量遠心機
　・ SV RNA Red Blood Cell Lysis Solution
　（カタログ番号 Z3141、またはセクション VIII.G にしたがって調製）

1. 1ml の全血 （ヘパリンまたは EDTA 処理したチューブに回収したもの） を滅菌し
たチューブに移す。備 考備 考備 考備 考備 考::::: 最大 1ml までの全血ならば、1.5～2ml の微量遠心チュー
ブで処理できます。それよりも大きい容量であれば、15ml のコニカルチューブで
卓上遠心機を使って処理します。

2. 比較的澄んだ上清 (全容積の約 30%) と血球のペレット (全容積の約 60 ～ 70%) が
得られるように、3,000rpm (400 × g) で 5 分間遠心し、血液細胞を回収する。上
清を上側から慎重に吸い上げて除去する。血球のペレットに触れないように注意し
てください。赤血球が溶解するため、血漿が赤くなります。

3. 1ml の Red Blood Cell Lysis Solution を添加し、4 ～ 5 回ピペッティングしてペ
レットを再懸濁する。
備 考備 考備 考備 考備 考：：：：： 赤血球を溶解するには、最初の血液の 3 倍量の R e d  B l o o d  C e l l
Lysis Solution で十分です。大きいチューブ (溶解液全量が入る) を使用される場合
にも、1 回の懸濁に 3 倍量の Red Blood Cell Lysis Solution を添加すれば十分です。

4. 3,000rpm で 5 分間遠心する。
備 考備 考備 考備 考備 考：：：：：この段階では、はっきりとしたペレットは観察できないかもしれません。上
側から 1ml の上清を取り、捨ててください。チューブの中の残りの上清および細胞
ペレットは、そのままにしてください。

5. ステップ 3 と 4 を 2 回 (全部で 3 回) 繰り返す。
備 考備 考備 考備 考備 考：：：：：白血球は全血液量の 1% 程度であるため、赤血球を溶解する過程で細胞ペ
レットの大きさは著しく減少します。ステップ 3～5 では、白血球細胞のペレット
をロスしないように十分注意してください。
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6. 白血球細胞のペレットを乱さないように、チューブから 100µl を残し、全ての上清
を除去する。BME が SV RNA Lysis Buffer に添加されていることを確認する。175µl
の SV RNA Lysis Buffer を細胞に添加する。ピペットで懸濁し、細胞を溶解する。

7. 350µl の SV RNA Dilution Buffer (青色) を添加する。3 ～ 4 回転倒混和する。

8. 70℃に設定した恒温槽またはヒーティングブロックで 3 分間インキュベートする。
3 分間以上インキュベートすると、RNA の完全性を損なう場合があります。

9. 12,000 ～ 14,000 × g で 10 分間、20 ～ 25℃ で遠心する。

10. ピペッティングにより上清を滅菌したチューブに移す。遠心法はセクション IV.E
のステップ 2 に、吸引法はセクション IV.F のステップ 3 にそれぞれ進む。

備 考備 考備 考備 考備 考：：：：：
1. 豊富に含まれる RNA 種 (例えば ß­アクチン)であれば、通常 1ml の血液から単離

された RNA 溶液 1µl 程度で RT­PCRを使って検出することができます。それほど
豊富にない RNA 種では、より多量 (例えば 10µl) の Total RNA 溶液が必要になる
かもしれません。

2. 血液サンプルからの RNA の収量は低いことが予想されるので、全血からの RNA

の収量と純度を分光光度計により定量することはお薦めしません。

B. 植物組織からの Total RNA 精製
(Kobs, G. (1998) Isolation of RNA from Plant, Yeast and Bacteria. Promega Notes 6 86 86 86 86 8,

28 を参照)

1. 植物組織は、液体窒素で凍結し、乳鉢を用いて破砕する。

2. 30mg の破砕した組織に 175µl の RNA Lysis Buffer を添加する。

3. 350µl の RNA Dilution Buffer を添加する。転倒混和後、微量遠心機で 10 分間、最
高速度で遠心する。

4. セクション IV.E のステップ 2 ～ 9 に従って実験を進める。

C. グラム陽性 (B. subtilis) およびグラム陰性 (E. coli ) 菌からの
RNA の精製

(Kobs, G. (1998) Isolation of RNA from Plant, Yeast and Bacteria. Promega Notes 68 68 68 68 68,

28 参照)

備考: 以下の手順は、遠心法でのみ試験されています。

1. 適切な温度と培地でバクテリアを一晩培養する。翌日、培養液を 1：50 に希釈し、
OD600 が 0.6 ～ 1.0 の範囲以内になるまで培養する。2、3 時間かかります。もし、
増殖が遅い場合は、希釈倍率を下げてください。

2. 1ml の培養液を 1.5ml の微量遠心チューブに移す。14,000× g で 2 分間遠心する。

3. 可能な限りペレットのみを残すように、慎重に上清を除去する。

4. 直前調製したリゾチームを含む 100µl の TE でペレットを懸濁する。グラム陽性バ
クテリアには終濃度 3mg/ml のリゾチームを、グラム陰性のバクテリアには終濃度
0.4mg/ml のリゾチームを使用し、タッピングにより混和する。

一 晩 培 養 し た も の を
RNA 精製に使用しない
で下さい。
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5. 懸濁したペレットを室温でインキュベートする。グラム陽性のバクテリアではペ
レットを 5 ～ 10 分間インキュベート、グラム陰性のバクテリアでは 3 ～ 5 分間イ
ンキュベートする。

6. 75µl の SV RNA Lysis Buffer を添加する。

7. 350µl の RNA Dilution Buffer を添加し、転倒混和する。遠心はしないでください。遠心はしないでください。遠心はしないでください。遠心はしないでください。遠心はしないでください。

8. セクション IV.E のステップ 2 ～ 9 の手順に従って実験を進める。

D. 酵母からの RNA 精製
(Kobs, G. (1998) Isolation of RNA from Plant, Yeast and Bacteria. Promega Notes 6 86 86 86 86 8,

28 参照)

1. 適切な温度と培地で一晩培養する。翌日、培養液を 1：50 に希釈し、OD600 が 0.6
～ 1.0 の範囲になるまで培養する。2、3 時間かかります。

2. 培養液を 14,000 × g で 2 分間遠心する。

3. ペレットを以下の溶液 *、100μl に懸濁する。
　　　１ M ソルビトール
　　　 0.1M EDTA (pH7.4)
　　　使用直前に 0.1% BME および 50unitsの lyticaseまたは zymolaseを添加する。
　　　* この試薬溶液は シグマアルドリッチジャパン株式会社 より入手できます。

4. 溶液が澄んでくるまで 15 ～ 30 分間、30℃ でインキュベートする。

5. 75µl の SV RNA Lysis Buffer を添加して、穏やかに混ぜる。

6. 350µl の RNA Dilution Buffer を添加する。転倒混和後、微量遠心機で 10 分間、最
高速度で遠心する。

7. セクション IV.E のステップ 2 ～ 9 に従って実験を進める。

E. 溶解液調製のためのヒント

1. ホモジナイザーによっては、組織をホモジナイズする際に泡立ってしまう場合があ
ります。ピペッティングを容易にするために、泡が消えるのを待ってください。ホ
モジナイズは、組織断片が目で見えなくなるまでの必要最少限にしてください。

2. 溶解液に熱がかかり過ぎることがないようにしてください。Total RNA の収量が下
がる原因になります。できる限り操作を手早く行ってください。溶解液は、サンプ
ル調製の間は氷上に置いておけます。ホモジナイゼーションに氷冷した SV RNA
Lysis Buffer を使用すると収量および安定性が改善されます。一般的にホモジナイ
ゼーションをしすぎたサンプルは、焦げた匂いがして茶色に変色しています。ホモ
ジナイゼーションの間、常にヘッドが溶解液中に浸っているようにしてください。

3. 氷上に置いた溶解液の粘性が高すぎてピペッティングできない場合、溶解液を SV
RNA Lysis Buffer で希釈し、短時間サンプルをもう一度ホモジナイズしてゲノム
DNA をせん断します。溶解液を再ホモジナイズすると RNA の収量が下がりますの
で、保証があるときにのみ行ってください。セクション IV.B の表 1 に、各種組織
から溶解液を調製するための指針があります。もし適量が分からない場合は、≦
30mg/175µlの濃度で溶解液を調製し、必要であれば希釈するようにしてください。

この段階でバクテリア
の RNA を遠心しないで
ください。ステップ 7
でこの溶解液を遠心す
ると、RNA をロスして
しまいます。
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A. RNA の直接精製

F. 接着培養細胞の回収方法
接着細胞の回収には、次の 2 種類の方法のいずれかを用います。最初のプロ

トコールでは細胞を剥がすためにトリプシン­EDTA 溶液を使用します。2番目
のプロトコールでは、掻き取り法により細胞を回収します。

トリプシン処理による接着細胞の回収トリプシン処理による接着細胞の回収トリプシン処理による接着細胞の回収トリプシン処理による接着細胞の回収トリプシン処理による接着細胞の回収

準備するもの準備するもの準備するもの準備するもの準備するもの
(溶液の組成はセクション VIII.G をご覧ください)
・ 1× トリプシン­EDTA 溶液
・ 1× PBS

1. 細胞を氷冷した 1 × PBS (調製法はセクション VIII.G を参照)で洗浄する。滅菌し
たトリプシン ­EDTA 溶液（1 × PBS に溶解）を準備する。1 × PBS　による最後
の洗浄液を除いた後、細胞の単層培養を覆うに足る程度のトリプシン溶液を添加す
る (例：150mm フラスコには 2ml、100mm プレートには 1ml)。培養容器を揺ら
し、トリプシン溶液が均等に行き渡るようにする。プレートまたはフラスコを37℃
インキュベーターに入れ、細胞が剥がれ始めるまでインキュベートする (通常 1 ～
2 分程度)。

2. 細胞が剥がれ始めたら、すぐにトリプシン溶液を除く(プレートまたはフラスコを傾
けて、できる限り溶液をピペットで除去する)。培養容器の底面や側面を手のひらで
叩き、残った接着細胞を剥がす。1 × PBS で、細胞をリンスする。

3. 500 × g で 5 分間遠心し、細胞を滅菌した遠心チューブに回収する。上清を除去す
る。

4. セクション IV.D 『培養細胞の溶解方法』のステップ 3 に進む。

掻き取り法による接着細胞の回収掻き取り法による接着細胞の回収掻き取り法による接着細胞の回収掻き取り法による接着細胞の回収掻き取り法による接着細胞の回収
マイクロウェルプレートで接着細胞を培養する場合、細胞の種類やウェルの

大きさによりますが、1 ウェルあたり 3.5 × 104 ～ 1 × 106 個の細胞を培養で
きます。

1. SV RNA Lysis Buffer を添加し、培養容器から手作業で細胞を掻き取る方法を用い
ると素早く溶解液を調製できます。推奨する SV RNA Lysis Buffer の添加量は、6
～96 ウェルプレートの 1 ウェルあたり 175µl、フラスコであれば最少量 (例えば1
～ 2ml)です。SV RNA Lysis Buffer を添加し、細胞を掻き取り、ピペッティングに
より混合する。

　
　備 考備 考備 考備 考備 考::::: 6～12 ウェルプレートでは、SV RNA Lysis Buffer をウェルの培養面にピペッ

ティングで添加し、全ての細胞にかかるようにしてください。個々のウェルに対し
て掻き取りを行う必要はありません。

2. もしも、溶解液の粘性が高い場合は、20 ゲージの針を通してゲノム DNA をせん
断する。175µl の細胞溶解液を 1.5ml のスクリュー式キャップチューブまたは微量
遠心チューブに移す。

3. セクション IV.D 『培養細胞の溶解方法』のステップ 5 に進む。



プロメガ株式会社　テクニカルサービス部            Tel. 03-3669-7980          prometec@jp.promega.com 23

www.promega.co.jp

PBS buffer, 10PBS buffer, 10PBS buffer, 10PBS buffer, 10PBS buffer, 10 ××××× ( ( ( ( (１リットル分１リットル分１リットル分１リットル分１リットル分)))))
11.5g Na2HPO4

2g KH2PO4

80g NaCl
2g KCl

１リットルの滅菌した脱イオン水に溶
解する。1 × PBS の pH は 7.4 です。

SV RNA Lysis BufferSV RNA Lysis BufferSV RNA Lysis BufferSV RNA Lysis BufferSV RNA Lysis Buffer
4M GTC

0.01M Tris (pH 7.5)
0.97% ß­Mercaptoethanol

(BME) (添加後の濃度)

S V  R N A  R e d  B l o o d  C e l l  L y s i sS V  R N A  R e d  B l o o d  C e l l  L y s i sS V  R N A  R e d  B l o o d  C e l l  L y s i sS V  R N A  R e d  B l o o d  C e l l  L y s i sS V  R N A  R e d  B l o o d  C e l l  L y s i s

Solut ion (Solut ion (Solut ion (Solut ion (Solut ion (血液からの血液からの血液からの血液からの血液からの RNARNARNARNARNA 精製用精製用精製用精製用精製用)))))
5mM MgCl2

10mM NaCl
10mM Tris­HCl (pH 7.0)

トリプシントリプシントリプシントリプシントリプシン ­EDTA ­EDTA ­EDTA ­EDTA ­EDTA 溶液、溶液、溶液、溶液、溶液、11111 ×××××
0.05% trypsin (w/v)

0.53mM EDTA
1 × PBS に溶解する。

SV DNase Stop Solution (SV DNase Stop Solution (SV DNase Stop Solution (SV DNase Stop Solution (SV DNase Stop Solution (高濃度高濃度高濃度高濃度高濃度)))))
5M guanidine isothiocyanate

10mM Tris­HCl (pH 7.5)
エタノールで希釈すると終濃度は 2M
guanidine isothiocyanate、4mM Tris­
HCl (pH 7.5)、57% エタノールとなりま
す。

SV RNA Wash Solution (SV RNA Wash Solution (SV RNA Wash Solution (SV RNA Wash Solution (SV RNA Wash Solution (高濃度高濃度高濃度高濃度高濃度)))))
162.8mM 酢酸カリウム

27.1mM Tris­HCl (25℃で pH 7.5)

エ タ ノ ー ル で 希 釈 す る と 終 濃 度 は
60mM 酢酸カリウム、10mM Tris­HCl
(25℃ で pH 7.5)、60% エタノールとな
ります。

Yellow Core BufferYellow Core BufferYellow Core BufferYellow Core BufferYellow Core Buffer
0.0225M Tris (pH 7.5)
1.125M NaCl

0.0025% yellow dye (w/v)

G. バッファーおよび溶液の組成
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H. 関連製品
製品名製品名製品名製品名製品名 サイズサイズサイズサイズサイズ カタログ番号カタログ番号カタログ番号カタログ番号カタログ番号
One­Way Luer­Lok® Stopcocks 10 個 A7261
Vac­Man® Laboratory Vacuum Manifold 1 セット A7231
Vac­Man® Jr. Laboratory Vacuum Manifold 1 個 A7660

Total RNA 精製システム
製品名製品名製品名製品名製品名 カタログ番号カタログ番号カタログ番号カタログ番号カタログ番号
RNAgents® Total RNA Isolation System Z5110
このシステムには、6×1g の組織または 6×108 個の培養細胞から、Total RNA
精製をおこなうために必要とされる試薬がすべて含まれます。

Total RNA Total RNA Total RNA Total RNA Total RNA からのからのからのからのからの mRNA  mRNA  mRNA  mRNA  mRNA 精 製精 製精 製精 製精 製
製品名製品名製品名製品名製品名 カタログ番号カタログ番号カタログ番号カタログ番号カタログ番号
PolyATtract® mRNA Isolation System II Z5200
このシステムには、1 ～ 5mg の Total RNA から mRNA の精製をそれぞれ 3 回
行うために必要とされるすべての試薬が含まれます。

製品名製品名製品名製品名製品名 カタログ番号カタログ番号カタログ番号カタログ番号カタログ番号
PolyATtract® mRNA Isolation System I Z5210
このシステムには、1 ～ 5mg の Total RNA から mRNA の精製をそれぞれ 3 回
行うために必要とされるすべての試薬が含まれます。Magnetic Separation Stand
付き。

製品名製品名製品名製品名製品名 カタログ番号カタログ番号カタログ番号カタログ番号カタログ番号
PolyATtract® mRNA Isolation System III Z5300
このシステムには、100 ～ 1,000µg Total RNA から mRNA の精製を 15 回行う
ために必要とされるすべての試薬が含まれます。Magnetic Separation Stand 付
き。

製品名製品名製品名製品名製品名 カタログ番号カタログ番号カタログ番号カタログ番号カタログ番号
PolyATtract® mRNA Isolation System IV Z5310
このシステムには、100 ～ 1,000µg Total RNA から mRNA の精製を 15 回行う
ために十分なすべての試薬が含まれます。Magnetic Separation Stand は含まれ
ません。

生体サンプルからのダイレクト生体サンプルからのダイレクト生体サンプルからのダイレクト生体サンプルからのダイレクト生体サンプルからのダイレクト mRNA  mRNA  mRNA  mRNA  mRNA 精 製精 製精 製精 製精 製
製品名製品名製品名製品名製品名 カタログ番号カタログ番号カタログ番号カタログ番号カタログ番号
PolyATtract® System 1000 Z5420
 (with Magnetic Separation Stand)
このシステムには、2g の組織または 4 × 108 個の組織培養細胞から mRNA の
精製を行うために十分なすべての試薬が含まれます。

製品名製品名製品名製品名製品名 カタログ番号カタログ番号カタログ番号カタログ番号カタログ番号
PolyATtract® System 1000 Z5400
(without Magnetic Separation Stand)
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Magnetic Separation 製品
製品名製品名製品名製品名製品名 サイズサイズサイズサイズサイズ カタログ番号カタログ番号カタログ番号カタログ番号カタログ番号
MagneSphere® Technology Magnetic 0.5ml Z5331
Separation Stand (two­hole) 1.5ml Z5332

12 × 75mm Z5333
MagneSphere® Technology Magnetic 0.5ml Z5341
Separation Stand (twelve­hole) 1.5ml Z5342

12 × 75mm Z5343
PolyATtract® System 1000 Magnetic Z5410
Separation Stand
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(a) The PCR process is covered by patents issued and applicable in certain countries. Promega does not encourage or support
the unauthorized or unlicensed use of the PCR process.

(b) Patent Pending.
(c) U.S. Pat. No. 5,552,302, European Pat. No. 0 422 217 and Australian Pat. No. 646803 have been issued to Promega

Corporation for the methods and compositions for production of human recombinant placental ribonuclease inhibitor (PRI).
Inhibitors of Angiogenin, which comprises a segment of human PRI, is the subject of U.S. Pat. Nos. 4,966,964, 5,019,556
and 5,266,687 assigned to the President and Fellows of Harvard College and exclusively licensed to Promega Corporation.

(d) U.S. Pat. No. 5,646,263 has been issued to Promega Corporation for a high efficiency method for isolating target sub­
stances using a multisample separation device. U.S. Pat. No. 5,693,784 has been issued to Promega Corporation for
methods for creating agglomerates from colloidal particles.

(e) U.S. Patent No. 5,567,326 has been issued to Promega Corporation for a multisample magnetic separation device.

© 1997, 1998 Promega Corporation.

All Rights Reserved. MagneSphere, PolyATtract, RNAgents, RNasin, Vac­Man and Wizard are trademarks of Promega Corpo­
ration and are registered with the U.S. Patent and Trademark Office.

Series 9600 is a trademark of Promega Corporation.

Luer­Lok is a registered trademark of Becton Dickinson. Omni is a trademark of Omni International.
Tissuemizer is a trademark of Tekmar, Inc.

All prices and specifications are subject to change without prior notice. Product claims are subject to change. Please contact
Promega Technical Services or access the Promega online catalog for the most up­to­date information on Promega products.
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この簡易プロトコールは、SV Total RNA Isolation System に習熟したユーザーが簡単に流れを追える
ように意図して作製されました。初めて SV Total RNA Isolation System をお使いになるときには、詳
細なプロトコールにしたがってください （セクション IV）。

SV Total RNA Isolation System: 簡易プロトコール

実験を始める前に実験を始める前に実験を始める前に実験を始める前に実験を始める前に ß­Mercaptoethanol（BME）が SV RNA Lysis Buffer に添加されているかど
うか、また SV RNA Wash Solution および SV DNase Stop Solution にエタ
ノールが添加されているかどうかを確認する（セクション I V . A  を参照）。凍
結乾燥した DNase I に、バイアルに指示された量の Nuclease­Free Water を
添加する。ボルテックスは行わないでください。Vacuum Adapte rs  （カタロ
グ番号 A1331） は吸引法で行う際に必要となります。

遠心法遠心法遠心法遠心法遠心法 1. SV RNA Lysis Buffer（BME 添加）を滅菌したチューブに 175µl 添加する。
 (セクション IV.E) バッファーを含めた重量を測定し、記録する(a)。

2. 溶解する組織、血液または細胞サンプルを準備する。

3. 組織を 175µl の Lysis Buffer の入っているチューブに素早く移し入れる。転倒混和
によりよく混合する。

4. 組織と Lysis Buffer を含めたチューブの重さを測定する(b)。Lysis Buffer と組織重
量の割合が 30mg/175µl となるようにしてください。必要であれば、この割合にな
るように Lysis Buffer を組織に添加してください。

組織重量 = __ (b) － __ (a) = __

5. SV RNA Dilution Buffer (青色) を 350µl 添加する。3 ～ 4 回転倒混和する。
70℃ の恒温槽に入れて、3 分間インキュベートする。

6. 12,000～14,000×g で 10 分間遠心する。ピペッティングで上清を新しいチューブ
に移す。

7. 95% エタノールを 200µl 添加し、3 ～ 4 回ピペッティングして混ぜる。

8. この混合液を Spin Basket Assembly に移し、12,000～14,000× g で 1 分間遠心す
る。溶出液を捨てる。

9. SV RNA Wash Solution（エタノール添加）を 600µl 加え、12,000 ～ 14,000 × g で
1 分間遠心する。溶出液を捨てる。

10. 以下に示した表を参考に DNase 反応ミックスを調製する。

溶 液溶 液溶 液溶 液溶 液 溶液量溶液量溶液量溶液量溶液量     ×××××     サンプル数サンプル数サンプル数サンプル数サンプル数 =  =  =  =  =  総液量総液量総液量総液量総液量
Yellow Core Buffer 40µl
MnCl2, 0.09M 5µl
DNase I 5µl

ピペッティングで穏やかに混合する。ボルテックスしないでください。

11. この溶液 50µl を Spin Basket 内部のメンブレンに直接添加する。室温で 15 分間イン
キュベートする。

12. 200µl  の SV DNase Stop Solution（エタノール添加済み）を Spin Basket に添加し、
　 12,000 ～ 14,000 × g で 1 分間遠心する。

13. SV RNA Wash Solution 600µl  を添加し、12,000 ～ 14,000 × g で 1 分間遠心
する。Collection Tube を空にする。

14. SV RNA Wash Solution を 250µ l  添加し、高速で 2 分間遠心する。Spin Bas­
ket を Collection Tube から Elution Tube に移し変える。

15. Nuclease­Free Water をメンブレンに 100µ l  添加する。12,000 ～ 14,000 × g
で 1 分間遠心し、RNA を溶出する。精製した RNA は、－ 20℃から － 70℃で保存
する。
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吸引法吸引法吸引法吸引法吸引法 1. SV RNA Lysis Buffer （BME 添加） を滅菌したチューブに 175µl 添加する。バッ
 (セクション IV.F) 　 ファーを含めた重量を測定し、記録する(a)。

2. 溶解する組織、血液または細胞サンプルを準備する。

3. 組織を 175µl の Lysis Buffer の入っているチューブに素早く移し入れる。転倒混和
　 によりよく混ぜる。

4. 組織と Lysis Buffer を含めた重さを測定する(b)。Lysis Buffer と組織重量の割合が
　 30mg/175µl となるようにしてください。必要であれば、この割合になるように

LysisBuffer を組織に添加してください。
　 組織重量 = __ (b) － __ (a) = __

5. SV RNA Dilution Buffer (青色) を 350µl 添加する。3 ～ 4 回転倒混和して混ぜる。
　 70℃の恒温槽に入れて、3 分間インキュベートする。

6. 12,000 ～ 14,000 × g で 10 分間遠心する。ピペッティングにより上清を新しい
　 チューブに移す。

7. 95% エタノール、200µl を上清に添加し、3 ～ 4 回ピペッティングして混ぜる。
　 Miniprep Vacuum Adapter を Luer­Lok® 結合部を介してマニフォールドのポートの

ひとつに結合させる。Vacuum Adapter に Spin Basket をゆっくりと挿入する。Spin
Basket に溶液を移す。吸引を開始し、溶液を通す。備 考備 考備 考備 考備 考：：：：：Collection Tube にラベ
ルをして、ステップ 13 まで保存してください。

8. SV RNA Wash Solution 900µl を添加する。溶液が無くなるまで吸引する。吸引を
止めて使用していないマニフォールドの栓を開放する。次のステップに進む前に、次のステップに進む前に、次のステップに進む前に、次のステップに進む前に、次のステップに進む前に、
全ての吸引圧がなくなったことを確認してください。全ての吸引圧がなくなったことを確認してください。全ての吸引圧がなくなったことを確認してください。全ての吸引圧がなくなったことを確認してください。全ての吸引圧がなくなったことを確認してください。

9. 以下に示した表を参考に DNase 反応ミックスを調製する。

溶 液溶 液溶 液溶 液溶 液 溶液量×サンプル数溶液量×サンプル数溶液量×サンプル数溶液量×サンプル数溶液量×サンプル数 =  =  =  =  =  総液量総液量総液量総液量総液量
Yellow Core Buffer 40µl
MnCl2, 0.09M 5µl
DNase I 5µl

ピペッティングで穏やかに混合する。ボルテックスしないでください。

10. この溶液 50µl  を Spin Basket 内部のメンブレンに直接添加する。室温で 5 分間イ
ンキュベートする。

11. 200µl  の SV DNase Stop Solution (エタノール添加済み)を Spin Basket に添加す
る。開いているポートを閉じ、吸引を開始し、溶液を Spin Basket に通す。

12. 900µl の SV RNA Wash Solution を添加し、吸引を開始し、溶液を Spin Basket に
通す。この洗浄をもう 1 度繰り返す。

13. 吸引を止め、真空を解除する。マニフォールドから Spin Basket を取り外し、準
備しておいた Collection Tube に挿入する。これらの Spin Basket と Collection Tube
を 12,000 ～ 14,000 × g で 1 分間遠心する。

14. Spin Basket を Collection Tube から Elution Tube に移し変える。RNA を溶出する
ために、100µl  の Nuclease­Free Water を Spin Basket に添加し、12,000～14,000
× g で 1 分間遠心する。精製した RNA は、－ 20℃から － 70℃ で保存する。

SV Total RNA Isolation System: 簡易プロトコール




