
Ｊｅｎａ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 

ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ＆ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 

Ｐｒｏｔｏｃｏｌ 
試料の前処理と細胞壁溶解 Ｓａｍｐｌｅ Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ＆ Ｃｅｌｌ Ｌｙｓｉｓ 

新鮮組織試料  

Ｆｒｅｓｈ Ｔｉｓｓｕｅ Ｓａｍｐｌｅ 

動物組織または植物組織 

●２０～５０ｍｇの新鮮組織試料をマイクロ遠心管に採取 

●３００μＬのＬｙｓｉｓ ｂｕｆｆｅｒ（２－ME 含有）を添加 

●ペレット・ペッスルか電動グラインダーにてホモジナイズ 

●２００μＬのＬｙｓｉｓ ｂｕｆｆｅｒ（２－ＭＥ含有）をホモジナイ

ズされた試料に加え、１５～２０秒間ボルテックス  

（＊試料の量がＬｙｓｉｓ ｂｕｆｆｅｒの１０％を越えないこと） 

●１２０００Ｇにて１０分間の遠心操作 

●上清をマイクロ遠心管へ移し替え 

●オプション操作 

上清に組織破片が残留する場合には５００μＬのクロロフォ

ルムを加え、１５～３０秒間ボルテックス。１２０００Ｇで１０

分間の遠心操作。上清をマイクロ遠心管へ移し替え。 

血液  

Ｂｌｏｏｄ 

非凝固血液 

●１００μＬの非凝固血液をマイクロ遠心管へ移し替え 

●５００μＬのＬｙｓｉｓ ｂｕｆｆｅｒ（２－ME 含有）を添加 

●１２０００Ｇにて１０秒間の遠心操作 

鼻・咽喉粘膜からの綿棒採取細胞  

Ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ Ｎａｓａｌ ｏｒ Ｔｈｒｏａｔ Ｓｗａｂｓ 

綿棒採取細胞 

●５００μＬのＬｙｓｉｓ ｂｕｆｆｅｒ（２－ME 含有）をマイクロ遠

心管に充填 

●滅菌綿棒にて鼻・咽喉粘膜を擦過し細胞を採取 

●綿棒先端部を切り取り、マイクロ遠心管に封入 

●ボルテックス操作後、室温で５分間インキュベート 

単層培養細胞 

Ｃｅｌｌｓ ｇｒｏｗｎ ｉｎ Ｍｏｎｏｌａｙｅｒ 

単層培養細胞 

●細胞培養液を除去 

●５００μＬのＬｙｓｉｓ ｂｕｆｆｅｒ（２－ME 含有）を添加 

（１～５×１０６ ｃｅｌｌｓあたり） 

●ピペッティング操作で細胞壁を溶解、ホモジナイズ 

浮遊培養細胞 

Ｃｅｌｌｓ ｇｒｏｗｎ ｉｎ Ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ 

浮遊培養細胞 

●１～５×１０６の動物・植物・イースト細胞、１×１０７のバ

クテリア細胞をペレット化 

●上清を除去し５００μＬのＬｙｓｉｓ ｂｕｆｆｅｒ（２－ME 含有）

を添加 

●ピペッティング操作で細胞壁を溶解 

（またはボルテックス１０秒間） 



Ｓｐｉｎ Ｃｏｌｕｍｎへのローディング   Ｓｐｉｎ Ｃｏｌｕｍｎ Ｌｏａｄｉｎｇ 

１） ３００μＬ（またはセル・ライセート量の６０％）のＩｓｏｐｒｏｐａｎｏｌをセル・ライセートに加え、ボルテックス 

２） Ｓｐｉｎ Ｃｏｌｕｍｎを２ｍＬのコレクション・チューブに嵌め込む 

３） 工程（１）の混合物をＳｐｉｎ Ｃｏｌｕｍｎにローディング 

４） １２０００Ｇで３０秒間の遠心操作 

５） 通過画分の除去と廃棄 

●オプション 

残存ゲノムＤＮＡを除去するためにＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ ＤＮａｓｅを加え、ｏｎ－ｃｏｌｕｍｎ ＤＮａｓｅ Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎを行う 

１次カラム洗浄   Ｐｒｉｍａｒｙ Ｃｏｌｕｍｎ Ｗａｓｈｉｎｇ 

１） ７００μＬのＰｒｉｍａｒｙ Ｗａｓｈｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ（エタノール含有）をＳｐｉｎ Ｃｏｌｕｍｎにアプライ 

２） １２０００Ｇで３０秒間の遠心操作 

３） 通過画分の除去と廃棄 

２次カラム洗浄   Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ Ｃｏｌｕｍｎ Ｗａｓｈｉｎｇ 

１） ７００μＬのＳｅｃｏｎｄａｒｙ Ｗａｓｈｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ（エタノール含有）をＳｐｉｎ Ｃｏｌｕｍｎにアプライ 

２） １２０００Ｇで３０秒間の遠心操作 

３） 通過画分の除去と廃棄 

４） 残留エタノールを除去するために１２０００Ｇで再度２分間の遠心操作 

ＲＮＡ溶出   Ｅｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ＲＮＡ 

１） Ｓｐｉｎ ＣｏｌｕｍｎをＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅマイクロ遠心管（グライナー６１６２０１など）に嵌め込む 

２） ４０～５０μＬのＥｌｕｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒをカラム・メンブランの中央に滴下 

３） 室温で１分間、インキュベート 

４） ＲＮＡを溶出させるための１２０００Ｇで１分間の遠心操作 

５） ＲＮＡは－２０℃または－８０℃で保存 

Ｋｉｔ 内容 コメント 

Ｌｙｓｉｓ ｂｕｆｆｅｒ ２－Ｍｅｒｃａｐｔｏｅｔｈａｎｏｌ（２－ＭＥ）を１反応あたり６μＬ加える 

Ｐｒｉｍａｒｙ Ｗａｓｈｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ ９６～９９％ Ｅｔｈａｎｏｌを１反応あたり１６０μＬ加える 

Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ Ｗａｓｈｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ ９６～９９％ Ｅｔｈａｎｏｌを１反応あたり６４０μＬ加える 

Ｅｌｕｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ ４０～５０μＬのＥｌｕｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒをＳｐｉｎ Ｃｏｌｕｍｎメンブラン中央に滴下。インキュベート。 

Ｓｐｉｎ Ｃｏｌｕｍｎ １２０００Ｇで遠心操作 

２ｍＬ Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｔｕｂｅ  

Ｋｉｔに含まれないもの コメント 

２－Ｍｅｒｃａｐｔｏｅｔｈａｎｏｌ Ｌｙｓｉｓ ｂｕｆｆｅｒに１反応あたり６μＬを加える 

９６～９９％ Ｅｔｈａｎｏｌ １反応あたりＰｒｉｍａｒｙ洗浄ｂｕｆｆｅｒに１６０μＬ、Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ洗浄ｂｕｆｆｅｒに６４０μＬを加える 

２－Ｐｒｏｐａｎｏｌ（Ｉｓｏｐｒｏｐａｎｏｌ）  Ｓｐｉｎ Ｃｏｌｕｍｎ ｌｏａｄｉｎｇ時に細胞ライセートへ３００μＬ（またはライセート６０％相当）加える 

ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ １．５ｍＬ ｔｕｂｅ Ｇｒｅｉｎｅｒ ６１６２０１ マイクロ遠心反応チューブを推奨  

 

（株）グライナー・ジャパン                       Ｇｒｅｉｎｅｒ Ｂｉｏ－Ｏｎｅ Ｃｏ．，Ｌｔｄ． 

東京都港区赤坂２－１７－４４                   ｈｔｔｐ：//ｗｗｗ．ｇｒｅｉｎｅｒ－ｂｉｏ－ｏｎｅ．ｃｏ．ｊｐ 

東京本社             電話０３－３５０５－８８７５（代表）  ＦＡＸ ８９４５（器材・機器） ８８７９（受託・試薬） 

新大阪オフィス 学術本部   電話０６－４８０５－７１１５（代表）  ＦＡＸ ７１７１（学術） 

 


