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CAUTION注意
注意は、 取り扱い上、 危険がある こ と を示し ます。 正し く 実行ま
たは遵守し ない と、 この製品が破損し た り、 重要なデータ を損
失し た り する可能性のある操作手順や操作法などに注意を促す
マークです。 注意の部分でいったん作業をやめ、 記載されている
条件を完全に理解し、 すべてを満たすまでは、 先に進まないで
く だ さい。 

警告
警告は、 取り扱い上、 危険がある こ と を示し ます。 正し く 実行ま
たは遵守し ないと、 怪我または死亡につながる可能性のある操
作手順や操作などに注意を促すマークです。 警告の部分でいった
ん作業をやめ、 記載されている条件を完全に理解し てすべて満
たすまでは、 先に進まないで く だ さい。
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Agilent Plant RNA Isolation Mini キッ ト   
使用方法

 

1
はじめに

この製品について

Agilent Plant RNA Isolation Mini キ ッ ト では、 フ ェ ノ ールを使用せ   

ずに、 スピン カ ラムを用いて、 分解し ていない ト ータル RNA を 

高濃度かつ高純度で得る こ とができます （図 1 を参照） 。 この  

キ ッ ト は、 さ まざまな植物種および組織の ト ータル RNA の精製  

に使用できます （図 2 を参照）。 全細胞 RNA の収量は、 シ リ カや   

グラ ス フ ァ イバーを用いた一般的な方法と同程度、 またはそれ

以上です。 表 1 に一般的な結果を示し ます。

短時間で結果を出せる こ の方法の大き な利点は、 ゲ ノ ム DNA 
（gDNA） のコ ン タ ミ ネーシ ョ ン を最小限に抑える こ とができ る

こ と で す。 細胞ま たは組織のホ モ ジ ネ ー ト を 独自の m i n i  
prefiltration カ ラムを使っ て遠心する こ と で、 ほと んどすべての 

gDNA を初期の段階で取り除 く こ とができます。 植物試料に対し 

て シ リ カ またはグ ラ ス フ ァ イバーを用いた一般的な方法に比

べ、 この方法では gDNA は通常、 1/1,000 ～ 1/10,000 に低減し ま     

す。 マイ ク ロアレ イによる遺伝子発現解析など、多 く のダウンス 

ト リ ームア プ リ ケーシ ョ ン に こ の方法で精製 さ れた ト ー タ ル

RNA を用いれば、 面倒な DNase 処理を省 く こ とができます。 さ  

らなる利点と し て、 わずか 10 µL の水で RNA を溶出する こ とが 

できるので、 高濃度の RNA を必要とするアプ リ ケーシ ョ ンにも

最適です。 精製後の酵素的、 化学的または物理的な反応を妨げ

る可能性のあ るバ ッ フ ァ ーや溶媒を使 う こ と な く 、 高収率で

ト ータル RNA を回収する こ とができます。 

こ の方法で調製 さ れる分解 し ていないかつ高純度の RNA は、 

cDNA の合成やラベル化、 RT-PCR、 定量 RT-PCR、 マイ ク ロアレ イ  

による遺伝子発現実験、 ノ ーザンブロ ッ テ ィ ング、RNase プロテ 

ク シ ョ ンア ッ セイ等のダウンス ト リ ームアプ リ ケーシ ョ ンに最

適です。
5Agilent Technologies



1 はじめに
組織または細胞をホモジナイズす
る

1 適量の Extraction Solution/β-ME 混
合液を入れ、 組織または種子のホ

モジネー ト を調製する。

mini prefiltration カ ラムで遠心する

2 最大で 600 µL のホモジネー ト を   

mini prefiltration カ ラム （無着色） に 

入れ、16,000 x g で 3分間、遠心する。

mini isolation カ ラムで RNA を捕捉    

する

3 同量のイ ソ プロパ ノ ールを ろ過液

に加え、 溶液が均一になるまで 

混合する。5 分間インキュベー ト す

る。

4 この混合液を  mini isolation カ ラム   

（青） に加え、 16,000 x g で 30 秒間、   

遠心する。 ろ過液を廃棄 し、 RNA
を 捕捉 し た カ ラ ム を 同 じ コ レ ク

シ ョ ンチューブに戻す。

2 回洗浄し、 脱水乾燥させる

5 あらかじめ準備し ておいた Wash 
Solution 500 µL を mini isolation カ ラ      

ムに加え、 16,000 x g で 30 秒間、 遠  

心する。 ろ過液を廃棄し、 isolation
カ ラムを同じ コ レ ク シ ョ ンチ ュー

ブに戻す。

6 500 µL の Wash Solution を加え、    

16,000 x g で 2 分間、 遠心する。

純粋な分解し ていない RNA を溶出 

する

7 Nuclease-free 水 10–50 µL を加えて 1    
分間おいた後、 16,000 x g で 1 分間   

遠心し、 精製 RNA を溶出する。

図 1 Agilent plant RNA 精製法
6 Plant RNA Isolation Mini キ ッ ト プロ ト コール



はじめに 1
図 2 さ まざまな植物種と組織から精製し た ト ータル RNA の Agilent 
Technologies バイオアナラ イザによる一般的なデータ
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1 はじめに

        
表 1 全細胞 RNA の標準的収量 

葉組織 A260/A280 A260/A230 収量* 

（ng/mg 組織）

gDNA†‡

（pg/µg NA）

Arabidopsis 2.11 2.29 512 0.21

Corn 2.13 2.31 346 1.92

Rice 2.11 2.35 1104 6.26

Wheat 2.14 2.35 437 0.75

Cotton 2.10 1.99 217 11.51

Tobacco 1.88 1.84 280 0.77

Cucumber 2.10 2.39 959 2.56

Tomato 2.12 2.30 613 0.13

White pine 
（needles）

2.11 2.20 214 3.25

非光合成組織

Corn root 2.12 2.14 92 5.35

Arabidopsis root 2.12 2.24 330 ND

* 10 mM Tris/1 mM EDTA、 pH 8 （40 µg/mL RNA per unit A260） で 260 nm の吸     
光率で測定。 組織の収量は 40-mgの試料を前提と し ています。 生育段階ま   
たは環境条件によ り、 収量は大幅に異な り ます。

・

‡ Arabidopsis の DNA を基準と し て使用し、特に 18S rRNA 遺伝子に対し プ ラ   
イマー / プローブセ ッ ト を用いて リ アルタ イム PCR で測定。

ND 未測定
8 Plant RNA Isolation Mini キ ッ ト プロ ト コール



はじめに 1

 

キッ ト の内容

Agilent Plant RNA Isolation Mini キ ッ ト は、 表 2 に示し たアイテム     

で構成されています。 

その他必要なアイテム

プロ ト コールを実行するには、 表 3 に挙げたアイテムも必要と 

な り ます。

表 2 キッ ト の内容 

量 内容

50 mL Extraction Solution

19.5 mL Wash Solution

25 mL Nuclease-free 水

50 本 2mL コ レ クシ ョ ンチューブ と対になった 
mini isolation カ ラム （青）

50 本 2mL コ レ クシ ョ ンチューブ と対になった 
mini prefiltration カ ラム （無着色）

50 本 1.5mL RNase-free final コ レ ク シ ョ ンチューブ

1 Agilent Plant RNA Isolation Mini キッ ト プロ ト コール

1 Agilent Plant RNA 精製プロ ト コールク イ ッ ク リ フ ァ
レンスカー ド

表 3 その他必要なアイテム 

必要なアイテム

100% エ タ ノ ール

イ ソ プロピルアルコール

14.3 M β- メ タ カプ ト エ タール （neat） （β-ME）

マイ ク ロ遠心機

Nuclease-free 水

組織ホモジナイザー
Plant RNA Isolation Mini キッ ト プロ ト コール 9



1 はじめに

   
試薬類の保存

すべての試薬は室温で保存 し て く だ さ い。 β-ME を加えた後の  

Extraction Solution の使用可能期間は 4 °Cで 1 ヵ  月です（ページ 11     

を参照）。

注文について

部品番号 5188-2780 「Agilent Plant RNA Isolation Mini キッ ト （50）」     

をご注文 く だ さい。

上記製品およびその他の Agilent 製品の詳細については、 下記の  

Web サイ ト をご参照 く だ さい。 
http://www.chem.agilent.com

関連製品

Agilent Mini Prefiltration カ ラムおよび 
コ レ クシ ョ ンチューブ （50）

5188-2736

Agilent Low Input RNA Fuorescent Linear  
Amplification キッ ト

5184-3523

Agilent cRNA Cleanup キッ ト 5188-2770

Agilent Arabidopsis 2 Oligo Microarray キッ ト G4136A

Agilent Arabidopsis 3 Oligo Microarray キッ ト G4142A

Agilent Rice Microarray キッ ト G4138A

60-mer Custom Oligonucleotide  
Microarray - 11K フ ォーマ ッ ト

G2513

60-mer Custom Oligonucleotide  
Microarray -22K フ ォーマ ッ ト

G2509A
10 Plant RNA Isolation Mini キ ッ ト プロ ト コール



Agilent Plant RNA Isolation Mini キッ ト   
使用方法

 

2
調製

試薬

開始前に以下の試薬を調製し ておきます。

Wash Solution

ACS グレー ドの 100% エ タ ノ ール 45.5 mL を 「Wash Solution」 とい    

う ラベルのあるボ ト ルに加え、Wash Solution を調製し ます。 よ く    

攪拌し ます。 ボ ト ルのラベルのボ ッ ク スにチ ェ ッ ク マーク を付 

け、 エ タ ノ ールが加えられている こ と を表示し ます。

Extraction Solution

β- メルカプ ト エ タ ノ ール（β-ME）500 µL を  Extraction Solutionが入っ   

たボ ト ルに加えて調製し ます。 少量の Extraction Solutionを調製す   

るには、 Extraction Solution 1 mL あた り  10 µL の β-ME を加えます。

β-ME を加えた後の Extraction Solution は、4 °C で保存し ます。この    

溶液の使用可能期間は 4 °C で １  ヵ  月です。

警告
Extraction Solution は、 吸い込んだ り、 飲み込んだ り、 皮  
膚を通 し て吸収 さ れる と 人体に有害なグアニジ ンハイ
ド ロ ク ロ ラ イ ド を含有し ています。 グアニジンハイ ド ロ 
ク ロ ラ イ ドは、 皮膚、 目、 呼吸器系に炎症を起こ し ます。
漂白剤や酸と混ぜないで く だ さ い。 Extraction Solution を   
使用する際には手袋を着用し、 薬品の取り扱いおよび廃
棄法についての各実験室の規則に従っ て く だ さい。 
11Agilent Technologies



2 調製
RNase フ リーの実施

RNase は非常に安定度の高い酵素であるため、 失活させる こ と

は困難です。 RNA を扱う実験を成功させるには、この酵素との接 

触を避ける こ とが重要です。 以下の一般的な原則に従い、RNA サ 

ンプルが RNase に汚染されないよ う にし て く だ さい。

• RNA の精製を行う間、 およびこのプロ ト コールに用いる実験
設備やその他の用具および薬品を扱う 際は、 常に清潔な実験
用手袋を着用し ます。

• 実験室のベンチ、 ピペ ッ ト 、 ホモジナイザー、 その他の器具
を  RNase 汚染防止用の溶液で拭きます。 その後、 Nuclease-free  
水で十分に洗い流し て く だ さい。

• フ ィ ルター付き ピペ ッ ト チ ッ プおよびマイ ク ロ遠心機用試験
管は RNase フ リーのものだけを使用し ます。

• 可能であれば、 滅菌されたプ ラ スチ ッ ク製の使い捨て実験器
具を使用 し て く だ さ い。 ガ ラ ス製の器具を使用する場合は、 
180 °C で一晩滅菌し た う えでお使い く だ さい。

• ゲル電気泳動槽はすべて洗浄および滅菌し （たと えば、 3% の
過酸化水素で処理するなど）、その後 RNase フ リー水で洗い流 
し て く だ さい。
12 Plant RNA Isolation Mini キ ッ ト プロ ト コール



Agilent Plant RNA Isolation Mini キッ ト   
使用方法

 

3
RNA 精製プロ ト コール

この章では Plant RNA Isolation Mini キ ッ ト のために用意されたプ   

ロ ト コールについて説明し ます。
13Agilent Technologies



3 RNA 精製プロ ト コール

 

一般的な植物組織で使用できる  Agilent Plant 
RNA 精製プロ ト コール

このメ ソ ッ ドは植物組織からの小規模な RNA 精製用にデザイ ン 

され、 25–100 mg の組織試料を前提と し て最適化されています。 

次のプロ ト コールは、 45mg の組織を 450 µL の Extraction Solution   
（10 倍量） で 抽出 し た例に つい て述べて い ま す 。 450 µL の   

Extraction Solution を使用する場合でも、 組織の種類によ り、 適用 

する組織量を 25-100 mg の範囲で調整し て く だ さい。適用する組 

織量が多い場合は、 収量が多 く な る こ と があ り ま すが、 mini
prefiltration カ ラムが詰まった り、一部の組織では純度が低下する

こ とがあ り ます。 また、 乾燥し た種子などの組織では、少量の試 

料で抽出する こ とができます。 様々な組織から得られる  RNA 収  

量と組織タ イプを表 1 に示し ます。 

操作を開始する前に、 適切に試薬の準備を行っ
て く だ さい。

Extraction Solution

1/100 の量の β-ME （10 µL β-ME/mL の Extraction Solution） を      

Extraction Solution に加えます。 この Extraction Solution の作業用ス    

ト ッ クは、 その都度作成する こ と も、 500 µL の β-ME を加え、 ま 

とめて １ 瓶を作成し てお く こ と もできます。 β-ME を加えてから 

は 4 °C の温度で保管し ます。

Wash Solution

45.5mL の ACS グレー ド  100% のエ タ ノ ールを、「Wash Solution」 と    

ラベルのあるボ ト ルに加え、Wash Solution を調製し ます。 よ く 攪  

拌し ます。エ タ ノ ールを加えた後で、ボ ト ルのラベル上のチ ェ ッ

クボッ クスに忘れずに印を し ます。

注
キ ッ ト 内のカ ラム  
キ ッ ト には 2 種類の色分け された カ ラムが入っ ています。 

mini prefiltration カ ラム （無着色） および mini isolation カ ラム    

（青） です。 必ずプロ ト コールに従っ て正し い種類のカ ラム 

を使用するよ う にし て く だ さい。

注
全てのステ ッ プは室温で実施し て く だ さ い。 全ての遠心分 

離の作業はフルスピー ド のマ イ ク ロ遠心機で実施し て く だ

さい （約 16,000 xg）。

警告
ケガを防ぐため、 液体窒素を扱う際には、 かならず防護
用の眼鏡を装着し て く だ さい。
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組織の準備と ホモジナイゼーシ ョ ン

1 組織試料を採取し ます。 RNA の分解は、 組織の採取直後に始

ま り ます。 よ って、 凍結せずに素早 く 処理を開始するか、 液

体窒素で急速冷凍する こ とが重要です。 急速冷凍は複数の試

料を採取する場合に特に便利です。 急速冷凍された組織は、

–70 °C で保存し ます。

2 ホモジナイゼーシ ョ ンのための組織の準備 凍結し ていない 

試料はローターステータープローブのブレー ド の間に入る程

度に細か く し てお く 必要があ り ます。 葉の場合にはレーザー 

ブレー ド で 0.5 cm 角に切り ます。 これは、 ト ウモロ コ シの葉   

のよ う な繊維の多い組織の場合に特に重要です。 組織が凍っ 

ている場合、 チューブの中で液体窒素で冷却し たへらやガラ

ス棒で直接砕 く こ とができます。 緩衝液を加えて直ちにホモ 

ジナイゼーシ ョ ンを開始するまで、 組織は冷凍し たままに し

てお く こ とが重要です。

3 試料 （25 ～ 100 mg） の重量を測り、 適当な大き さのチューブ 

に入れます。 15 mLの丸底ポリ プロピレン管の使用は、 1～8 mL    
の量に適し ています。

4 Extraction Solution を加えます。 ホモジナイゼーシ ョ ンを行う  

組織 1 mg に対し て 10 µL の Extraction Solution （1% β-ME が含ま       

れます） を使用し、 直ちにホモジナイゼーシ ョ ン を行います 

（手順 5）。  
 

注
植物組織の処理には、 い く つかの方法があ り ます。 次に示す 

手順は、 ロ ー タ ー ス テ ー タ ー型 ホ モ ジ ナ イ ザー （O m n i
International TH ホモジナ イザー または Brinkmann Polytron ホ     

モジナイザー） を使用し、 このキ ッ ト 用に最適化されていま

す。 液体窒素内での磨砕、 Dounce ホモジナイザー、 またはマ  

イ ク ロチューブに対応し たホモジナイザーなど、他の方法で

も行えます。 収率を高 く するには、 ホモジナイゼーシ ョ ンを 

完全に行う こ とが非常に重要です。

表 4 組織のホモジナイゼーシ ョ ンで推奨される  
Extraction Solution の量

組織の種類 Extraction Solution の量
（µL/mg 組織）

一般的な組織 5–10

水分の少ない組織 
（高バイオマス）

10–20

高でんぷん 
（貯蔵組織）

10–20

乾燥し た種子 20–40
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3 RNA 精製プロ ト コール
RNA 収量を高めるために、 使用する Extraction Solution を 5 倍 

量にする こ とができ ます。 しかし、 一部の組織、 特に水分の 

少ないまたは高でんぷんの組織の場合は、 mini prefiltration カ 

ラムのキャパシテ ィ を超える こ とがあ り ます （表 4 を参照）。 

5 直ちに十分に組織をホモジナイズし ます。 標準的なローター 

ス テ ー タ ーホ モ ジ ナ イ ザーでは、 15,000 rpm ( こ れは Omni  
International TH ホモジナイザーを フルス ピー ド で用いた場合  

の 50% の速度です ) で 30–60 秒ホモジナイズし ます。 液体窒素    

内での磨砕、Dounce 型ホモジナイザー、またはマイ ク ロチュー

ブに対応し たホモジナイザーなど、 他の方法で も行えます。

気泡の形成を少な く するため、 プローブを上下ではな く 、 左

右に動かし ます。 容量が大きい （10mL 以上）、 または繊維の多 

い組織の場合は、 ホモジナ イゼーシ ョ ンの時間を若干長 く

と っ て く だ さ い。 ホモジナ イゼーシ ョ ンが不完全な場合は、 

収量が減少し、 mini prefiltration カ ラムが詰まる こ とがあ り ま 

す。

6 600µLのホモジネー ト （60 mgの組織に相当）を、mini prefiltration  
カ ラムに加えます （無着色）。 ホモジネー ト には粒子や細胞の 

破片が存在する こ とがよ く あ り、 標準のチ ッ プでは詰まる こ

とがあるため、Wide-Bore ピペ ッ ト チ ッ プの使用をお薦めし ま

す。 600µL を超えるホモジネー ト を処理する場合、 別の新しい 

mini prefiltration カ ラムを使用し て く だ さい。 mini prefiltration カ   

ラムの再利用はできません。 

7 フルスピー ド で 3 分間 （標準のマイ ク ロ遠心機では、約 16,000  
x g） 遠心し ます。 このステ ッ プによ り、 組織を完全にホモジ  

ナイゼーシ ョ ン し、 gDNA および他の細胞破片を除去し ます。

ろ過液は透明か、 やや黄色味を帯びています。 光合成組織か 

らの通過液が緑色になる場合、 ホモジナイゼーシ ョ ンが不完

全で、 フ ィ ルタ ーが詰ま っ ている可能性があ り ます。 この場 

合、 RNA 収量および品質は高いままですが、 gDNA のコ ン タ

ミ ネーシ ョ ンのレベルは通常よ り も高 く な る場合があ り ま

す。

8 同量のイ ソ プロピルアルコールを ろ過液に加えます。 手順6で 

prefiltration カ ラムに最初に加えたホモジネー ト の量と同じ量

を使用し て く だ さ い。 上下に 2-3 回ピペ ッ テ ィ ング し て混合  

し、 室温で 5 分イ ンキュ ベー ト し ます。 mini isolation カ ラム   

（青） に移し ます。 mini prefiltration カ ラムは細胞の破片を も取 

り 除 く ため コ レ ク シ ョ ン チ ュ ーブにペレ ッ ト は流出 し ませ

ん。 このため、 別の新し いチューブに移すこ と な く 、 コ レ ク

シ ョ ンチューブで混合し て、 直接 mini isolation カ ラムに移す 

こ とができます。 
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9 mini isolation カ ラムを  16,000 x g で 30 秒間遠心し ます。ろ過液   

を捨て、 RNA を補足し たカ ラムを コ レ クシ ョ ンチューブに戻

し ます。 イ ソ プロ ピルアルコールと ホモジネー ト の混合液が 

600 µL を超える場合は、 まず、 その等分し た量を処理し、 残 

りの混合液は、 同じ mini isolation カ ラムを使い同じ手順で遠 

心を し てろ過液を捨てます。 

10 あらかじめ準備し た 500 µL の Wash Solution を  mini isolation カ     

ラムに加えます。 16,000 x g で 30 秒間、 遠心し ます。 通過液を    

捨て、mini isolation カ ラムを同じ コ レ クシ ョ ンチューブに戻し 

ます。 

11 あらかじめ準備し た 500 µL の Wash Solution を  mini isolation カ     

ラムに加えます。 16,000 x g で 2 分間、遠心し ます。 この 2 分間     

の遠心で mini isolation カ ラムを完全に乾燥させ、 エ タ ノ ール 

のキャ リーオーバーを防ぎます。 ろ過液を捨て、 mini isolation 
カ ラムを新しい RNase フ リーの 1.5 mL コ レ クシ ョ ンチューブ  

に移し替えます。

12 10–50 µL の nuclease-free 水を （メ ンブ ラ ンに触れないよ う にし  

て） メ ンブ ラ ンの ト ッ プ中央に加えます。1 分間イ ンキュベー

ト し た後、 16,000 x g で 1 分間、 遠心し ます。

注
精製後の RNA を用いたアプ リ ケーシ ョ ンでよ り高い濃度の

RNA サンプルが必要な場合には、 溶出量を 10 µL まで下げる 

こ とができます。 ただ し、最終的な RNA 濃度が 3 µg/µL を超 

える場合は、 RNA の収量が低下する可能性があ り ます。 溶

出量を選択する と きには、予想収量を考慮する必要があ り ま

す。 予想収量が不明の場合、 溶出に 10 µL の nuclease-free 水 

を使用し、A260nm によ って濃度を決定し ます。濃度が 3 µg/µL 
よ り も高い場合、 残留 RNA がメ ンブ ラ ンに残っている可能

性があ り ます。isolation カ ラムにさ らに 10 µL を適用し、16,000 
x g で 1 分間、 回転させ、 2 回目の溶出の濃度を決定し ます。 

2 回目の溶出に RNA が顕著に存在する場合、最初の溶出と一

緒にプールし ます。
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4
ト ータル RNA サンプルの
品質チ ェ ッ クおよび定量

このセクシ ョ ンでは、 キッ ト で回収し た ト ータル RNA の 品質お  

よび収量の測定を、 3 種類の方法 （UV 吸光、 Agilent 2100 バイオ 

アナラ イザ、 およびゲル電気泳動） によ り行 う ためのガイ ド ラ

インを説明し ます。

UV 吸光

分光光度計では、 ト ータル RNA の核酸濃度の測定および、 RNA 
純度を確認できます。 

RNA 濃度 　 分光光度計を用いて 260 nm （A260） での吸光度を測  

定する こ と で、RNA の濃度を測定できます。 吸光度測定の精度を 

高めるには、 サンプルを  TE （10 mM Tris-HCl、 pH 8、 1 mM EDTA）   

で希釈し ます。 A260 が 0.10 未満と なるサンプルでは、実験データ  

の変動が大き く なる傾向があ り ます。 1cm キュベ ッ ト で A260 の  

吸光度が 1 の場合、 40 µg RNA/mL に相当し ます。

RNA 純度 　 A260/A280、 および A260/A230 の比は核酸の純度を示し  

ます。 純度の高い RNA は一般に、 A260/A280 の比が約 2.0 （DNA は   

1.8 に近い数値） ですが、 比が 1.8 と  2.2 の間であれば、 正常であ   

る といえます。  A260/A280 の比が 1.8 以下の場合は、通常、 たんぱ   

く 質が混ざ っ ている こ と を示し ています。 フ ェ ノ ールやグニア 

ジンなどの多糖および他の有機分子は、 230 nm 前後で強 く 吸収 

し ます。 純度の高い核酸の A260/A230 の比は 2.0 です。比が低い場   

合は、 多糖や他の有機化合物で汚染されている こ と を示し てい

ます。 A260/A280 または A260/A230 の比が 1.8 未満の RNA の取り扱   

いには注意が必要です。

RNA の吸光度測定に関す る詳細な プ ロ ト コ ールについては、 

「Molecular Cloning. A Laboratory Manual」 ボ リ ュ ーム 3、 セ ク シ ョ    

ン A8.20 （Sambrook & Russel, 2001） を参照し て く だ さい。

Agilent 2100 バイオアナラ イザ

RNA 収量および品質の測定には、 Agilent 2100 バイオアナラ イザ   

のご使用をお薦めし ます。 その際には、 適切な RNA 分析用キ ッ 

ト をご利用 く だ さい。 この方法では、 RNA のサイズ、 分布、 お

よび濃度が、 ゲル電気泳動と同じ よ う に得られます。
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植物セルまたは組織試料の場合、高品質の ト ータル RNA は、はっ 

き り と し た リボソーマル RNA バン ド を示し ます。 種および組織  

タ イプによ って、リボソーマルバン ドの数は異な り ます。 た と え 

ば、 葉組織などの光合成組織には、 25S および 18S rRNA バン ド  

に加え、 葉緑体からの数個のさ らに小さい リボソーマル RNA が 

含まれます。 種子や根組織などの非光合成組織には、これらの特 

殊な色素体 rRNA バン ドは含まれません。 質の高い植物の ト ータ  

ル RNA は、鋭 く はっ き り と し た rRNA のピーク を示し ます （図 2   

を参照）。 ベースラ イ ンが高 く 、ピークがはっ き り し ない場合は、 

RNA が分解し ている こ と を示し ています。 植物から採取される  

mRNA は、 一般に ト ータル RNA のわずか 0.1% であるため、 通常   

は電気泳動図では表示されません。 ト ータル RNA サンプルの分  

解の程度は、 試料の採取、 処理、 および、 不適切な保存や取り

扱いによ っても異な り ます。

参考資料

RNA 分析ア ッ セイおよび Agilent 2100 バイオアナラ イザについて    

の詳細は、 次のサイ ト を参照し て く だ さい。  
http://www.agilent.com/chem/chip

リ フ ァ レンス

1 『Molecular Cloning. A Laboratory Manual』 ボリ ューム 3、 セク

シ ョ ン  A8.20 （Sambrook & Russel, 2001）

2 『Current Protocols in Molecular Biology』 セク シ ョ ン  4.9 （Ausubel     
et al., eds., 1994）

その他の資料

Plant RNA Isolation に関するその他の情報については、『High-Purity  
RNA Isolated from a Wide Range of Plant Species and Tissue Types Using     

the Agilent Plant RNA Isolation Mini Kit』、 カ タ ログ番号 5988-2271EN     
を参照し て く だ さい。
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5
ト ラ ブルシューテ ィ ング

下の表 5 に、 処理の手順に起因し て生じ る可能性のある一般的 

な現象、 および考えられる解決策を示し ます。

表 5 よ く ある問題と、 考えられる解決策

現象 解決策

Mini prefiltration カ
ラムが詰まる

次のいずれかの手順で粘性を低下させます。
･ Extraction Solution を追加し て、 ホモジネー ト を

希釈する。
･ ホモジネー ト をよ り完全にホモジナイズする。
･ 試料の量を減らす。
･ Mini prefiltration の前にホモジネー ト を遠心する。

RNA 収量が低い ･ 破砕およびホモジナイゼーシ ョ ンを十分に行う。
組織試料を完全に磨砕する。

･ ホモジネー ト を調製後、 素早 く  RNA を精製す
る。 –70 °C で保存されたホモジネー ト を使用す
る場合、 使用前に 37 °C で 15 ～ 20 分、 解凍し ま
す。

･ 試料に問題がないかど うかを調べる。 組織を採
取後、 すぐに液体窒素で冷凍する こ と を徹底す
る。 

･ カ ラム （mini prefiltration および mini isolation） に
加えた試料がキャパシテ ィ を超えていないか確
認する。

･ 種および組織の種類によ って予想される RNA 収
量が大き く 異なるため、 試料の量を調節する。

RNA が分解し て 
いる

･ 使用する機器および器具は十分に RNase フ リー
処理を行う （「RNase フ リーの実施」   12 ページ
を参照）。

･ Extraction Solution に浸す前に、 組織が解凍し て
いないよ う に注意する。

･ 試料に問題がないかど うかを調べる。 組織を採
取後、 直ちにホモジナイズ、 または液体窒素で
直ちに冷凍する こ と を確認する。

･ ホモジネー ト を調製し たら、 素早 く  RNA を精製
する。

A260/A280 比が 
低い

A260/A280 比が試料の pH によ って変化する。 信頼性
のある測定値は、 水ではな く 、 TE pH 8.0 などの緩
衡液を使用する こ と で得られる。
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Agilent Technologies
情報、 説明および仕様は事前の通知な しに
変更される こ とがあ り ます。 以下の URL か   
ら  Agilentにオン ラ イ ンでご登録いただけれ 
ば、 製品のア ッ プデー ト に関するデータ を
お送り いた し ます。 
www.agilent.com/chem/dnasupport

www.agilent.com/chem/JParrayreagent

5188-1167

*5188-1167*
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