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説明書

Miniprep DNA
Purification Kit

Code No.  9085
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I .  I .  I .  I .  I .  製品説明製品説明製品説明製品説明製品説明
Miniprep DNA Purification Kitは、シリカメンブレンにDNAが吸着することを利用した、プラスミ
ドDNAを迅速、簡便かつ確実に精製するためのキットです。20 kbpまでのサイズのプラスミドの
調製に適しており、調製したプラスミドDNAはシーケンシングや他の酵素反応実験系にそのまま
用いることができます。
一晩培養した1～10 mlの大腸菌培養液から 1～20μgのプラスミドDNAを得ることができます。ま
た、アルカリプロテアーゼを使用しているため、HB101などendA+大腸菌株からもヌクレアーゼ
の混入のない高純度のプラスミドDNAを調製することができます。

I I .  I I .  I I .  I I .  I I .  製品内容（製品内容（製品内容（製品内容（製品内容（5050505 05 0回用）回用）回用）回用）回用）

各容器の蓋に表示しているラベルの番号は、以下のコンポーネントナンバーと対応
しています。

1. Cell Suspension Buffer ............................................... 20 ml
2. Cell Lysis Buffer ......................................................... 20 ml
3. Neutralization Solution ............................................... 30 ml
4. Wash Buffer* .............................................................. 20 ml
5. Alkaline Protease Solution ........................................ 550μl
6. Nuclease-free dH2O .................................................... 13 ml
Miniprep Spin Column ................................................ 50本
Collection Tube（2 ml） ............................................ 50本

＊キットを使う前に、エタノール 35 mlを加え最終容量を55 mlに調製する。

I I I .  I I I .  I I I .  I I I .  I I I .  保存保存保存保存保存 室温（22 - 25℃が望ましい）

IV.  IV.  IV.  IV.  IV.  キット以外に必要な試薬、器具（主なもの）キット以外に必要な試薬、器具（主なもの）キット以外に必要な試薬、器具（主なもの）キット以外に必要な試薬、器具（主なもの）キット以外に必要な試薬、器具（主なもの）

・ 微量遠心機（14,000 × gの遠心が可能なもの）
・ 1.5 mlマイクロ遠心チューブ（滅菌してあるもの）
・  遠心機および対応するチューブ(培養液からの大腸菌回収用)
・ マイクロピペット
・ エタノール
・ 抗生物質を含むLB培地（プレートおよび液体培地）

V.  V .  V .  V .  V .  操作方法操作方法操作方法操作方法操作方法
A. 大腸菌の培養

フレッシュなプレートからシングルコロニーをとり、抗生物質を含むLB培地*1

に接種して、37℃、一晩（12～ 16時間）振とう培養する*2。
コピー数が多いプラスミドの場合は5 ml以下*3、コピー数が少ないプラスミド
の場合は10 mlまでの培養液を使用することができる*4。

＊1 培地はなるべくLB培地をご使用ください。高密度培養培地などを用いると菌体量
が多すぎてプラスミドDNAがうまく調製できない場合があります。

＊2 通常A600=2～ 4となります。
＊3 一個のカラムに対して5 ml以上使用するとカラムの処理能力を超えるため、プ
ラスミドDNAの収率が低下します。

＊4 使用量が10 mlを超えると溶菌が不十分となり、プラスミドDNAの純度が低
下します。
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B. 溶菌液の調製
1. 1～5 ml（高コピープラスミドの場合）または10 ml（低コピープラスミドの場
合）の培養液を10,000 × gで 5分間遠心する。

2. 上清を捨て、チューブをペーパータオルの上に逆さにして余分な培地を除去す
る。

3. Cell Suspension Buffer 250μlを加える。ボルテックスまたはピペッティングで
ペレットを完全に懸濁し、懸濁液を1.5 mlのマイクロチューブに移す。

4. Cell Lysis Buffer 250μ lを加え、4回転倒混和する（ボルテックスは避ける）。
液がクリアーになっていればすぐ次の操作に進んでよい。もし、液がクリアー
でなければ、クリアーになるまで室温で1～5分間放置する。ただし、5分以上
の放置は避ける。

5. Alkaline Protease Solution 10μ lを加え、4回転倒混和する（ボルテックスは避
ける）室温で5分間放置する*1 *2。
＊1 プラスミドDNAの損傷を避けるためAlkaline Protease Solution添加後は5分
以上放置しないでください。

＊2 この操作は、HB101などendA+株には必須です。JM109, DH5αなどendA-株
の場合、この操作を省略しても高純度のプラスミドDNAが得られます。

6. Neutralization Solution 350μ lを加えただちに4回転倒混和する（ボルテックス
は避ける）。

7. 室温、14,000 × gで 10分間遠心する。

注意注意注意注意注意：ゲノムDNAの混入を防ぐため、Step4以降はボルテックスは避け、転倒
混和により混合してください。

C. プラスミドDNAの精製
使用前にWash Buffer (20 ml) にエタノール35 mlを加え、55 mlに調製してください。
1. Miniprep Spin ColumnをCollection Tubeにセットする。
2. B-7で調製した溶菌液上清（約850μ l）をMiniprep Spin Columnに移す。この
とき、白い沈殿物を持ち込まないように注意する*1。
＊1 沈殿物が混入した場合はMiniprep Spin Column内の液を1.5 mlマイクロチュー
ブに移し、5～10分遠心して上清をMiniprep Spin Columnに戻してください。

3. 室温、14,000 × gで1分間遠心する。Collection TubeからMiniprep Spin Column
をはずし、ろ液を捨てて再びMiniprep Spin Columnをセットする。

4. エタノールを加えたWash Buffer 750μ lをMiniprep Spin Columnに加える。
5. 室温、14,000 × gで 1分間遠心する。 Collection TubeからMiniprep Spin Column
をはずし、ろ液を捨てて再びMiniprep Spin Columnをセットする。

6. エタノールを加えたWash Buffer 250μ lをMiniprep Spin Columnに加える。
7.  室温、14,000 × gで 2分間遠心する。
8. Miniprep Spin Columnを 1.5 ml容マイクロチューブに移す*2。

＊2 Wash Bufferを持ち込まないよう注意してください。持ち込んでしまった場合は、
1分間遠心して、Miniprep Spin Columnを新しいマイクロチューブに移してくだ
さい。

9. Miniprep Spin ColumnにNuclease-free dH2O 100μ lを加える。
10. 室温、14,000 × gで 1分間遠心し、DNAを溶出する。
11. Miniprep Spin Columnを取り外し、チューブの蓋を閉めて、-20℃に保存する*3。

＊3 4℃で保存する場合は10μ lの 10 x TEバッファーを加えてください。ただし、
シークエンスに用いる場合にはTEの添加はお勧めできませんので、そのまま
-20℃で保存してください。
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VI.  VI .  VI .  VI .  VI .  プラスミドプラスミドプラスミドプラスミドプラスミドDNADNADNADNADNAの収量の収量の収量の収量の収量

プラスミドDNAの収量はプラスミドのコピー数や使用する菌株、培地の種類、菌
数によって変わる。コピー数の多いプラスミドの場合、たとえば、DH5αを宿主
とした1.5 ml LB培地のオーバーナイト培養液から3.5～5.0μgのプラスミドDNA
を得ることができる。
コピー数の少ないプラスミドの場合、同様に培養した10 mlの培養液からの収量
は1.5～3.0μ gである。

VII .  VI I .  VI I .  VI I .  VI I .  トラブルシューティングトラブルシューティングトラブルシューティングトラブルシューティングトラブルシューティング

現象 考えられる原因 コメント

クリアな溶菌液が
得られない

菌体量が多すぎる 使用する菌体量を減らしてくださ
い。培養には抗生物質を含むLB培地
をご使用ください。（コピー数の少
ないプラスミドは最大10 ml、コピー
数の多いプラスミドは 5 mlまで）

菌体ペレットの懸濁が不十分 溶菌の前に菌体を確実に懸濁してく
ださい。Cell Suspension Bufferを加え
十分にボルテックスまたはピペッ
ティングしてください。細菌の固ま
りがみえる状態では、懸濁が不十分
です。

プラスミドDNAが
回収できない

Wash Bufferにエタノールが
加えられていない

操作を始める前に、Wash Bufferにエ
タノールを加えてください。

使ったプラスミドのコピー数を調べ
てください；可能であれば、コピー
数が多いプラスミドの使用をおすす
めします。

プラスミドDNAの
回収率が低い

プラスミドの入っていない
大腸菌が増殖している

抗生物質が全ての液体、固体培地に
入っていることを確認してくださ
い。

大腸菌が古い プレートで一晩培養した新鮮なシング
ルコロニーを抗生物質が入った液体培
地に接種してください。
37℃で12 - 16時間培養してください。

コピー数が少ないプラスミ
ドを使用している

プラスミドDNAが
損傷を受けている

アルカリ溶解後、放置しす
ぎている

Cell Lysis Bufferを添加・混合後は、
液がクリアーになり次第、次のス
テップに進んでください。 Alkaline
Protease Solutionを添加した後 5分以
上放置しないでください。
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分光光度計の定量
と比べゲルで測っ
たDNAの回収量が
少ない

DNA中の不純物が原因で分
光光度計で正しい測定がで
きなかった

C-8でWash Bufferを持ち込んだ場合に
も、分光光度計の測定値に影響が出
ることがあります。回収したプラス
ミドDNAをフェノール/クロロホル
ム抽出しエタノール沈殿で再回収
し、測定し直してください。

現象 考えられる原因 コメント

オートシーケンサー
での解析の結果が
不十分

シーケンシング反応に加え
たDNAが少なすぎる

新しいL B 培地に新鮮な大腸菌のシ
ングルコロニーを接種してくださ
い。また、分光光度計の測定値が不
正確な場合もありますので、アガ
ロースゲル電気泳動を利用した定量
も行ってください。

DNAの溶出にTEバッファー
を使用

プラスミドDNAを再精製し、
Nucrease-free dH2Oに置換してくださ
い。

制限酵素消化され
ない

制限酵素の濃度と消化時間
が不適当

制限酵素の量やインキュベーション
時間を増やしてください。酵素に至
適のバッファーを用いて至適温度で
消化を行ってください。特に至適塩
濃度が低い酵素の場合にはすべての
塩を除去するため、エタノール沈殿
を行うことをおすすめします。

ゲノムDNAの混入 ゲノムDNAの断片化 ゲノムDNAの損傷を防ぐため、Cell
Lysis Bufferを加えた後の操作ではボ
ルテックスで混合しないでくださ
い。

Wash Bufferにエタノールが
加えられていない

操作Wash Bufferにエタノールが添加
されていることを確かめてくださ
い。
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VII I .  VI I I .  VI I I .  VI I I .  VI I I .  エンドヌクレアーゼエンドヌクレアーゼエンドヌクレアーゼエンドヌクレアーゼエンドヌクレアーゼ     I についてについてについてについてについて

エンドヌクレアーゼIは大腸菌の持つ12 kDaのペリプラズムタンパク質で、二本鎖DNA
分解活性を持っている。大腸菌の菌株のうち、遺伝子型にendA1を持つものはエンドヌ
クレアーゼIをコードするendA遺伝子に変異があり、ヌクレアーゼ活性を失っている
（endA-）。遺伝子型にendA1（またはendA）がないものは野生型で、エンドヌクレアーゼ
活性を持っている（endA+）。endA+の菌株から簡便法でプラスミドDNAを抽出すると、エ
ンドヌクレアーゼIが混入し、プラスミドの純度に影響を与えることがある。
本キットは溶菌液の調製の工程にAlkaline Protease Solutionを用いているためエンドヌク
レアーゼIを不活化し、endA-、endA+両方の菌株から高純度のプラスミドDNAを得るこ
とができる。
アルカリプロテアーゼはエンドヌクレアーゼI  だけでなく他の大腸菌タンパク質も分解
するためプラスミドDNAの純度を上げることができる。ただし、調製したプラスミド
DNAを蛍光シークエンサーでシークエンシングする場合にはendA-株を使用することが
望ましい。アルカリプロテアーゼ（subtillisin Carlsberg）はBacillus licheniformisより調製
されている。本酵素の至適pHは9以上なので、 Neutralization Solution添加後はほとんど活
性を示さない。

IX.  IX.  IX.  IX.  IX.  バッファーおよび溶液の組成バッファーおよび溶液の組成バッファーおよび溶液の組成バッファーおよび溶液の組成バッファーおよび溶液の組成

10 X  TE buffer LB 培地

100 mM Tris-HCl (pH 7.5) 1% casein peptone
10 mM EDTA 0.5% yeast extract

0.5% NaCl
1.5% agar（プレートのみ）

X.  X .  X .  X .  X .  参考文献参考文献参考文献参考文献参考文献
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本製品は研究用試薬です。ヒト、動物への医療、臨床用診断には使用しないよう
ご注意ください。また、食品、化粧品、家庭用品として使用しないでください。

表表表表表 1.   E. coli endA-およびおよびおよびおよびおよび endA+ 株のリスト株のリスト株のリスト株のリスト株のリスト

endA- endA+

DH5α CJ236
JM109 HB101
NovaBlue MV1184
XL1-Blue TH2
DH10B
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