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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
下記ａ）～ｃ）の工程を含む中間（Midi）または最大（Maxi）規模の核酸洗浄方法、
ａ）i)入口開口と出口開口を有し、下記ｂに記載の中空体（２）に取り外し可能に配置さ
れている開通中空体（１）と、
ii)入口開口と出口開口を有し、その内部に膜を有する開通中空体（２）である最小（Min
i）型のカラム
とからなるカラム結合体を含む器具に核酸混合物を導入する工程であって、前記膜が２～
４μｍの範囲の孔径を有するガラス繊維膜である工程、
ｂ）カオトロピック塩の非存在下で核酸を前記膜に結合する工程であって、該結合が１～
５の炭素原子を有する脂肪族系アルコールの存在下で行われる工程
ｃ）溶出緩衝液で該中空体（２）内の膜から核酸を溶出する工程。
【請求項２】
ＧＦ／Ｄ膜が該ガラス繊維膜として用いられていることを特徴とする、請求項１に記載の
方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、核酸のより効率的な洗浄のための器具および該器具を利用する方法に関し、
ならびに該方法を実施するためのキットに関する。
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【背景技術】
【０００２】
　当該分野において知られているとおり、複合生物学的出発原料からの核酸の単離は強い
変性かつ減少条件下で実施される。核酸を含む出発原料は部分的にタンパク質分解酵素を
用いて溶解され、そして流出した核酸留分はフェノール／クロロホルム抽出工程によって
洗浄される。核酸はそれから後に透析（ｄｉａｌｙｓｉｓ）またはエタノール沈殿によっ
て水層から獲得される（Ｊ．サンブロック（Ｓａｍｂｒｏｃｋ）、Ｅ．Ｆ．フリッチ（Ｆ
ｒｉｔｓｃｈ）およびＴ．マニアティス（Ｍａｎｉａｔｉｓ）、１９８９、Ｃｏｌｄ　Ｓ
ｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、“Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ”）。
【０００３】
　当該分野において知られている核酸単離方法は、しかしながら、時間を浪費し、器具に
相当な経費を必要とするという不利な点を有する。さらに、例えばフェノールやクロロホ
ルムのような化学物質を使用するために、該方法は健康に害を及ぼすものであることを示
しうる。
【０００４】
　実験を実施するために必要とされる時間のさらなる減少と併せて、核酸の有害かつ高価
なフェノール／クロロホルム抽出を回避するために、異なる生物学的出発原料から核酸を
単離するための様々な代替方法が過去に開発されている。
【０００５】
　該方法はアガロースゲルからＤＮＡ断片を予備的かつ分析的に洗浄するためのヴォゲル
ステイン（Ｖｏｇｅｌｓｔｅｉｎ）およびギレスピー（Ｇｉｌｌｅｓｐｉｅ）によりはじ
めて記載された方法（Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ，ＵＳＡ，１９７９，７６
，６１５～６１９頁）に基づく方法を含む。該方法は、カオトロピック塩（ＮａＪ）の飽
和溶液中に単離されるべきＤＮＡバンドを含んでいるアガロースを溶解することと、その
後のガラス粒子にＤＮＡを結合することとを兼ね備えている。
【０００６】
　ガラス粒子に固定されたＤＮＡは次に洗浄液（２０ｍＭ　トリス塩酸[ｐＨ７．２]、２
００ｍＭ　塩化ナトリウム；２ｍＭ　ＥＤＴＡ；５０％ｖ／ｖエタノール）で洗浄され、
そしてその後担体粒子から排出される。該方法は、そのうち頻繁に修正されるようになり
、そして現在は初めのものと大幅に異なる様々な核酸の抽出および洗浄方法として利用さ
れている。
【０００７】
　多数の試薬システム（キット）が現在存在し、血液、組織およびさらに細胞培養物から
のより長鎖の核酸（ゲノムＤＮＡ、細胞内ＲＮＡ）の追加的な単離と関連する、主にアガ
ロースゲルからのＤＮＡ断片の洗浄用および細菌溶解物からの原形質ＤＮＡの単離用のも
のもある。
【０００８】
　該市販キットは異なるカオトロピック塩溶液の存在下において無機担体類に核酸を結合
するという十分によく知られた原理に基づいており、該無機担体類は、例えば、微細磨ガ
ラス粉末の懸濁物（例えば、グラスミルク（Ｇｌａｓｍｉｌｋ）、ＢＩＯ　１０１、ラ　
ジョラ（Ｌａ　Ｊｏｌｌａ）、ＣＡ）、ダイアトミックアース(シグマ（Ｓｉｇｍａ）)ま
たはシリカゲル（キアゲン（Ｑｉａｇｅｎ），ＤＥ４１３９６６４Ａ１）さえも含む。
【０００９】
　さらに、カオトロピック緩衝液によって出発原料をＤＮＡ結合固体層に結合するために
、様々な核酸を単離するための方法が最新技術の中で利用されている（ＵＳ５，２３４，
８０９）。ここで、カオトロピック緩衝液は出発原料の溶解用およびさらに固体層への核
酸の結合用の両方で利用されている。
【００１０】
　該方法を用いて、少試料量からの核酸が利用され、特にウイルス核酸の単離のために利
用されうる。カオトロピック緩衝液およびＤＮＡ結合固体層を伴った出発原料の保温は、
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カオトロピック緩衝液により実現されることになる細胞分解をすべての材料に対して使う
ことができず、そしてまた極端に非効率におよびより多量の出発原料に対して特有および
相当な時間浪費を伴って利用されるに違いないという不利な点を有する。したがって、さ
らなる機械的な均質化方法がしばしば使われる（例えば、組織試料からのＤＮＡ単離にお
いて）。多岐にわたる様々な高濃度カオトロピック緩衝液を異なる目的に使わなければな
らなく、そしてそれゆえに―本来的に―例外なく適用することができない。
【００１１】
　出発原料の起こりうる困難な溶解を簡単にするために、一連の市販製品が核酸を単離す
るために利用することができるが、しかしながら簡単に操作できるいわゆる「シングルチ
ューブ」法にはもはや基づいていない。
【００１２】
　核酸のその後の結合のために（例えば、膜を遠心分離すること）必要なカオトロピック
塩を、溶解が完了するときに特別な方法工程において溶解調製物に加えなければならない
。一方で、該カオトロピック塩は溶解緩衝液の一部になることができず、しかしながら、
タンパク質破壊機能はカオトロピック物質に本来備わっており、および該カオトロピック
塩はまた効率的な溶解に必要なタンパク質分解酵素を破壊するであろう。
【００１３】
　カオトロピック塩を用いる核酸を単離するための上記および当該分野において知られて
いる方法は、世界中で確立され、そして市販製品を用いて大衆に自由に利用されている。
【００１４】
　出発原料溶解の原理に従って、ある簡単な実施において、遠心分離カラム内の担体基質
上に配置せしめるガラスまたはシリカ膜の固体層に核酸を結合することができる。結合せ
しめた核酸は次により低いイオン強度の緩衝液で溶出される。
【００１５】
　カオトロピック塩の存在下における無機担体類への核酸の結合の物理化学的原理は、専
門家団体で説明されている。無機担体類表面への核酸の結合は、核酸が無機材料、特にガ
ラスまたはシリカ粒子、の表面に吸着することにより水環境の多重構造（ｓｕｐｅｒｉｍ
ｐｏｓｅｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ）を打ち破ることに基づくということが前提とされて
いる。
【００１６】
　カオトロピック塩の濃度が高い場合、反応はほとんど定量的に進行する。この理由のた
め、核酸結合固体層へ核酸を結合するために、高イオン強度のカオトロピック塩を有する
緩衝組成物が重要である。
【００１７】
　各担体表面への核酸の結合のために、緩衝液は主要要素として少なくとも一つのカオト
ロピック塩を含む。ある状況下において、該緩衝液には溶解緩衝液または、タンパク質分
解酵素を使うシステムにおける、必要な結合緩衝液さえ含み、該緩衝液は溶解が完了した
後に出発原料に加えられる。
【００１８】
　負に帯電した、中性または塩基性のタンパク質溶液を塩析するためのホフマイスター系
列（Ｈｏｆｍｅｉｓｔｅｒ　ｓｅｒｉｅｓ）はカオトロピック塩の基本原理を形成する。
カオトロピック塩は、タンパク質を分解し、水中で非極性物質の溶解性を増加し、および
疎水性相互作用を破壊するという特徴がある。該特徴はまた、選択された固体層への核酸
の結合を促進するために、カオトロピック塩の緩衝システムによる水環境の多重構造の破
壊をもたらす。
【００１９】
　核酸を単離するためのカオトロピック塩の最もよく知られた例には、過塩素酸ナトリウ
ム、ヨウ化ナトリウム、ヨウ化カリウム、グアニジニウム－イソ－チオシアン酸塩および
グアニジニウム塩酸塩を含む。しかしながら、それらはコスト強制的であり、そしてまた
、ある程度まで、毒性または刺激性である。
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【００２０】
　細胞をグアニジニウム塩酸塩を含む緩衝液中に分散しエタノールで沈殿したという内容
で、組織および細胞系列からのＤＮＡの単離方法が先行技術文献に記載されている（Ａｎ
ａｌｙｔｉｃａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　１６２、１９８７年、４６３頁）。一方
で、該方法はコンタミネーションに対して影響を受けやすく、しかし他方においては、使
用可能な核酸生産物を数時間内に単離することができる。
【００２１】
　さらに、アンチカオトロピック物質を使用する核酸の単離方法は当該分野において知ら
れている。ここで、改善せしめた核酸の単離を、溶解／結合緩衝液システムにおけるアン
チカオトロピック塩の追加により同様に達成することができる。アンチカオトロピック成
分はアンモニア塩、セシウム塩、ナトリウム塩および／またはカリウム塩、好ましくは塩
化アンモニアを含む。カオトロピック塩構成成分のない溶解／結合緩衝液システムを使用
する場合、核酸、特にゲノムＤＮＡ、を無機担体材料に結合し、そしてさらに、通常の反
応条件の下で溶出することができる。
【００２２】
　さらに、事前に共通の（代わりの）反応成分および担体材料を用い、および同じ反応プ
ロセスを用いた様々な複合出発原料（例えば、血液、組織、植物）からのゲノムＤＮＡの
抽出において、少なくとも同量かつ同質の結果を溶解／結合緩衝液で達成することができ
、該緩衝液の主要成分は、例えば、カオトロピック塩の代わりにアンモニウム塩であると
いうことがわかっている。
【００２３】
　タンパク質を変性させずに安定化しおよび分解せずに疎水性相互作用を強化する塩類に
よって、複合出発原料からの核酸の単離もまた等しく可能であることをその後観察してい
る。
【００２４】
　低濃度の塩類（１Ｍ未満）が、核酸を固体担体層へ結合するために適当である。ある適
用例では、さらなる高イオン濃度はより大量の出発原料からの核酸の量的な単離のために
必要になるので、０．５Ｍ未満の濃度が好ましい。
【００２５】
　少なくとも１つのアンチカオトロピック塩成分を有する当該分野において知られている
該溶解／結合緩衝液システムは、したがって、負に帯電した表面を有し、または負電荷電
位を示しうる表面を含む固体層に核酸を結合することができる。
【００２６】
　複合出発原料からの核酸単離の反応シーケンスは、出発原料の溶解を実施し、核酸を結
合し、結合した核酸を洗浄し、および反応槽中に核酸を溶出することにより実現され、お
よび少なくとも１つの遠心分離工程を必要とする。
【００２７】
　これまでに当該分野において知られている通常の中間および最大システムを用いるプラ
スミドＤＮＡを単離する手段は、しかしながら、ただスケールアップせしめた最小調製法
だけであり、必要量を達成するために、該調製法の有するカラムをより大きな直径に増大
しているか、または該カラムを非常に多くの膜層で補っているかのいずれかである。この
種のシステムを、例えばストラタジェン（Ｓｔｒａｔａｇｅｎ）またはシグマなどの製造
業者が現在供給している。
【００２８】
　ここに採用されたガラス繊維膜は、ほとんどが膜の表面への選択的な結合のためにカオ
トロピック塩を使用して働く。
【００２９】
　主な不利な点は、複雑な取り扱い（大規模な床設置型の遠心分離機を伴う多くの遠心分
離工程）である。該不利に加えられるものは、大内部表面および該表面に起因するより大
きな膜容量による大死容量（ｄｅａｄ ｖｏｌｕｍｅ）と結びついた相対的に多量の溶出
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量である。
【００３０】
　容量を増加するために必要である該表面積に起因して、カオトロピック結合化学を維持
すると同時に最小型（ｍｉｎｉ ｆｏｒｍａｔ）に基づいた器具を用いる、より大規模な
調製プロセスはこれまで不可能であった。
【００３１】
　一方では、アルコール結合化学に基づいたプラスミド単離は、インバイテック（Ｉｎｖ
ｉｔｅｋ）社（ベルリン）により製造されたＩｎｖｉｓｏｒｂ(登録商標)プラスミド・キ
ットを使用してのみ以前は可能であった。しかし、該キットでさえ、カラムは使用され、
カラム面積により中間／最大規模での調製は適当でない。したがって、既に記載された不
利な点は該キットに当てはまる。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００３２】
　本発明の目的は、今後、ＤＮＡプラスミドの単離を大規模（いわゆる最大または中間調
製において）に実施することを可能にし、そして同時に大規模な床設置型の遠心分離機を
使用した時間を浪費する遠心分離工程を回避する器具と方法を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００３３】
　本発明によれば、その問題をいわゆるミニスピンカラムの使用により解決し、該カラム
自体当該分野において知られているが、しかし該カラムは特別な膜を有する。本発明によ
れば、該膜は、溶解物／アルコール混合物の迅速なろ過を一方では可能にし、そして、他
方においては、十分に大きな結合／ろ過容量を保証する。一つの選択（必要条件に依存す
る）として、さらなるろ過層を早期の目詰まりを防ぐために該膜に優先して置きうる。
【００３４】
　本発明によれば、発明に係る方法のための上記の膜の使用はシリカ膜へのＤＮＡの結合
に明確な影響をもたらし、該膜を好ましくはクロマトグラフィー、特にイオン交換クロマ
トグラフィーに適したカラムの中空体内に配置しうる。該膜は適切な細孔径を有し、一方
では、ＤＮＡを阻止することができ、および、他方においては、大量にろ過する場合目詰
まりなしで良好なろ過をもまた可能にするということはここで確保されなければならない
。さらに、クロマトグラフィーカラムの内側面はイオン交換に適したクロマトグラフィー
材料で覆われるべきである。
【００３５】
　本発明によれば、ワットマン（Ｗｈａｔｍａｎ）のいわゆるＧＦ／Ａ、ＧＦ／Ｂおよび
ＧＦ／Ｄ膜を使用する。該膜類は、マイクロガラス繊維から構成され、および主としてろ
過目的に使用される（例えば水を清浄化するための）膜である。 ここで、ＧＦ／Ｄ（２
．７μｍ）>>ＧＦ／Ａ（１．６μｍ）>ＧＦ／Ｂ（１μｍ）の順に減少するろ過速度があ
る。
【００３６】
　カオトロピック塩類の存在における無機担体類表面への核酸の結合は、許容収量を達成
するために約１μｍの膜細孔径を必要とし、結合工程が実際に時間を浪費するであろうと
いう程度の大容量に対してろ過時間を増加する。
【００３７】
　驚くべきことに、膜は、２～４μｍの範囲にある細孔径を有し、代わりの（非カオトロ
ピックな）結合化学が使用される場合、高ろ過速度で高収量にＤＮＡを結合するというこ
とがわかった。
【００３８】
　該膜は、長いろ過時間の不都合を回避しうる。 したがって、本発明によれば、より大
きな膜孔の使用を可能とする、１～５炭素原子を有する脂肪族アルコール－好ましくはエ
タノールまたはイソプロパノール－が核酸の結合に使用され、およびその後、ろ過時間お
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よび、これに関連して、調製時間を決定的に減少する。
【００３９】
　本発明を実施することは、さらに少量の緩衝液を備えた最小型のカラムで核酸を溶出す
ることを可能にする。
【００４０】
　ここで、上記の中間型（ｍｉｄｉ ｆｏｒｍａｔ）および最大型（ｍａｘｉ ｆｏｒｍａ
ｔ）で使用せしめる膜と比較して、比較的小さな膜を使用して得られた溶出量は、使用す
る緩衝液量と同一であった。 このいわゆる「迅速調製方法」の一定溶出量の利点は、全
収量を決定するために実容量を個別に決定する必要はないという事実にある。さらに、Ｄ
ＮＡ溶液を高度に濃縮し、必要ならば容易に薄めることができる。 これとは対照的に、
最新技術方法を使用して得られたあまりに希釈された溶液は、相当により多くの努力で濃
縮されなければならないであろう。
【００４１】
中間／最大規模のための大容量に適合するために、スピンカラムには適切な拡張用チュー
ブを取り付ける。核酸を洗浄するための発明に係る器具は、したがって、下記のものから
なるカラム結合体を含む：
ａ．入口開口と出口開口を有し、さらに下記ｂに記載の中空体（２）に配置されている開
通中空体（１）

ｂ．入口開口と出口開口を有し、その内部に取り付けられた１又はそれ以上の膜を有する
開通中空体（２）
【００４２】
カラム／拡張用器具結合体を、その後、真空槽（例えばキアゲン社、４０７２４ヒルデン
、によって製造されたＱＩＡｖａｃ(登録商標)６Ｓ）に置き、そして試料は真空によって
膜を通して汲み出される。拡張用チューブはその後に廃棄され、そして、該ミニスピンカ
ラムを公知の最小調製方法（例えば、キアゲン社、４０７２４ヒルデン、によって製造さ
れたＱＩＡｐｒｅｐ(登録商標)を使用して）に従ってさらに処理する。
【発明の効果】
【００４３】
　本発明および共に使用される器具による提案された方法の大きな利点は、核酸を洗浄す
るための短い処理時間にあり、および非実用的で複雑な遠心分離工程を省くことにある。
これに加わるものとして、 低溶出量および低死容量、および関連する高い最終ＤＮＡ濃
度にある。
【００４４】
　本発明のさらなる詳細情報を、添付の図面（図１～１０）および下記の典型的な実施例
に関してより詳細に説明する。
【実施例１】
【００４５】
＜いわゆる中間規模での大腸菌からのプラスミドＤＮＡの単離用プロトコール＞
　大腸菌からのプラスミドＤＮＡの単離用プロトコール：
　プラスミドｐＣＭＶβ（ＢＤバイオサイエンス（BD Biosciences）社からのＤＨ５α／
ｐＣＭＶβ）を有する２５ｍｌの大腸菌ＤＨ５α－の培養。
【００４６】
（１）２ｍｌの再懸濁緩衝液で細菌ペレットを再懸濁する（３分）。
（２）２ｍｌの溶解緩衝液を加えて、注意深く混合する。約３分間溶解する。
（３）２ｍｌの中性化緩衝液を加えて、ひっくり返すことにより混合する（１分間）。
（４）シリカ（クイアフィルター（ＱＩＡｆｉｌｔｅｒ） キアゲン）を含むろ過カラム
に原溶解物を置き、室温で３分間培養し、原溶解物をカラム材料内に圧し通す。
（５）スピンカラム上に１０ｍｌの拡張用チューブを置き、そしてＱＩＡｖａｃ(登録商
標)（キアゲン）上に配置する。
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（６）溶解物に２．５ｍｌのイソプロパノールを加えて、よく混合して、そしてカラム上
に置く。
（７）真空の助力により２分間カラム材料を通して混合物液を吸う。
（８）拡張用チューブを廃棄する。
（９）回収用チューブ（回収容器）上にシリカ膜を含むスピンカラムを置く。
（１０）７５０μｌの緩衝液ＰＥ（キアゲン、市販のアルコール洗浄緩衝液）を加えるこ
とにより洗浄し、１４，０００ｒｐｍで１分間遠心分離する。
（１１）緩衝液残留物を除去するために１４，０００ｒｐｍで１分間、一度以上遠心分離
する。
（１２）スピンカラムを１．５ｍｌのエッペンドルフチューブに交換する。
（１３）溶出のために、２００μｌの溶出緩衝液（ＥＢ）、例えば市販の溶出緩衝液ＴＥ
を膜の上にピペットで加え、１分間置き、そして遠心分離する（１４，０００ｒｐｍで１
分間）。
【００４７】
　ここで、該プラスミドＤＮＡ単離用プロトコールの中でリストされている項目（４）、
（７）および（１０）～（１３）は、公知のシステムと比較して、プラスミドＤＮＡの顕
著により速い単離を導く。
　上に挙げた例に関して、下記のシリカを基礎とした製品を用いた参考調製を実施した：
　１）インバイテック・インビソーブ・プラスミド・ミディ・キット（Invitek Invisorb
 Plasmid Midi Kit） (インバイテック),
　２）シグマ・ジーンエルート・ＥＦ・ミディ・キット（SIGMA GeneElute EF Midi Kit
）(シグマ（SIGMA-ALDRICH）),
　３）ストラタジェン・ストラタプレップ・ＥＦ・ミディ（Stratagene Strataprep EF M
idi）(ストラタジェン),
　４）本発明に係る器具
【００４８】
　他の２つのシステムとよりよく適合させるために、調製（２）および（３）において、
前記プロトコール変形体をプロトコール中で特定せしめた選択的なエンドトキシン除去工
程を省いて実施した。
【００４９】
　さらに、インバイテック・インビソーブ・プラスミド・ミディ・キット（１）および本
発明に係る器具を使用した方法（４）は、非カオトロピックシリカ化学に基づく。 他方
では、シグマ（２）およびストラタジェン（３）のキットはカオトロピック塩類による従
来型の結合に基づく。
【００５０】
　図２は異なる４つのカラム調製の分単位（分）での調製時間を示す。ここで、２０分を
もって、公知のインバイテック、シグマおよびストラタジェンからの方法よりも本発明に
係る器具は明確により短い調製時間で核酸単離を達成することができる。
【００５１】
　さらに、４つのカラム調製のマイクログラム単位（μｇ）での収量を図３に示し、本発
明に係る器具またはこの器具（「迅速調製中間」）で実施された方法の２７５μｇの収量
は、インバイテック、シグマまたはストラタジェン調製の収量より明確に高い。
【００５２】
　図４は、本発明に従って実施した調製が当該分野において知られている方法で単離した
試料と同一品質であることを疑いなく示す。
【００５３】
　４つのカラム調製のマイクロリットル（μｌ）単位での溶出量を図５で比較する。該溶
出量は、本発明に係る最小型で使用せしめたカラムがより少量の緩衝液で溶出せしめうる
ことを明確にさせる。小さな膜は死容量がないという結果になり、そのために得られた溶
出量は使用緩衝液量と同一である。
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【００５４】
　「迅速調製方法」のあまりに少くかつ一定の溶出量はＤＮＡ溶液を高度に濃縮し、そし
て必要ならば容易に薄めることができるので、全収量を決定することおよび以降の利用に
対して大きな利点を与える。 これとは対照的に、希釈された溶液は相当により多くの努
力で濃縮されなければならないであろう。
【実施例２】
【００５５】
＜いわゆる最大規模での大腸菌からのプラスミドＤＮＡの単離＞
大腸菌からのプラスミドＤＮＡの単離用プロトコール。
プラスミドｐＣＭＶβ（ＢＤバイオサイエンス社からの、ＤＨ５α／ｐＣＭＶβ）を有す
る１００ｍｌの大腸菌ＤＨ５α－の培養。
（１）５ｍｌの再懸濁緩衝液で細菌ペレットを再懸濁する（３分）。
（２）５ｍｌの溶解緩衝液を加えて、注意深く混合する。約３分間溶解する。
（３）５ｍｌの中性化緩衝液を加えて、ひっくり返すことにより混合する（１分間）。
（４）シリカ（クイアフィルター キアゲン）を含むろ過カラムに原溶解物を置き、室温
で３分間培養し、原溶解物をカラム材料内に圧し通す。
（５）スピンカラム上に２０ｍｌの拡張用チューブを置き、そしてＱＩＡｖａｃ(登録商
標)（キアゲン社）上に配置する。
（６）溶解物に７ｍｌのイソプロパノールを加えて、よく混合して、そしてカラム上に置
く。
（７）真空の助力により２分間カラム材料を通して混合物液を吸う。
（８）拡張用チューブを廃棄する。
（９）回収用チューブ（回収容器）上にシリカ膜を含むスピンカラムを置く。
（１０）７５０μｌの緩衝液ＰＥ（キアゲン社、市販のアルコール洗浄緩衝液）を加える
ことにより洗浄し、１４，０００ｒｐｍで１分間遠心分離する。
（１１）緩衝液残留物を除去するために１４，０００ｒｐｍで１分間、一度以上遠心分離
する。
（１２）スピンカラムを１．５ｍｌのエッペンドルフチューブに交換する。
（１３）溶出のために、２００μｌの溶出緩衝液（ＥＢ）、例えば市販の溶出緩衝液ＴＥ
を膜の上にピペットで加え、１分間置き、そして遠心分離する（１４，０００ｒｐｍで１
分間）。
【００５６】
　上に挙げられた例に関して、下記のシリカを基礎とした製品を用いた参考調製を実施し
た：
　１）インバイテック・インビソーブ・プラスミド・ミディ・キット (インバイテック)
　２）本発明に係る器具
【００５７】
　本発明に係る器具およびインバイテック製品の両方が非カオトロピックシリカ化学に基
づく。
【００５８】
　図６は、２つの異なるカラム調製の調製時間（分単位）を示す。 ここに、（例１にあ
るとおりに）、２０分をもって、同じ化学に基づいたインバイテック調製と比較して、本
発明に係る器具は核酸単離に対して明確により短い調製時間を同様に示す。
【００５９】
　図７は、（例１にあるとおりに）２つのカラム調製のＤＮＡ収量（μｇ単位）を示す。
【００６０】
　図８中のアガロースゲル内のバンドを参照することによって、同一品質の２つの参考調
製を達成し、一方で発明に係る器具を使用する場合の１２８２μｇの収量は、しかしなが
ら比較調製（インバイテック）の収量より明確に高いということを示しうる。
【００６１】
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　膜内表面上の結合部分をミニスピンカラムの該使用および本発明に係る方法を除外する
場合にのみ使用しうるので、該収量をカオトロピック結合化学をもってして達成すること
はできない。
【００６２】
　本発明に係る方法に従って使用した最小型カラムを用いると、ＤＮＡもまたさらに少量
の緩衝液で溶出されうるということが明確にわかる、２つのカラム調製の溶出量（μｌ単
位）が図９で比較されている。 小さく完全な膜は事実上死容量を有しないという結果に
あり、そのために、得られた溶出量は、使用緩衝液量と実際に同一である。
【実施例３】
【００６３】
＜中間規模から最小規模までに減少されたカラム調製を変更する場合における核酸単離用
の本発明に係る器具におけるＧＦ／Ｄ膜の効果＞
　合成溶解物を、再懸濁緩衝液、溶解緩衝液および中性化緩衝液から製造した。各場合で
の６ｍｌのこの「溶解物」をその後異なる量のプラスミドＤＮＡ（１０μｇ～２５０μｇ
）と混合し、イソプロパノールを加えそして各場合にＧＦ／Ｄ膜（ワットマン社から）の
２つの層を含む本発明に係る器具のカラムに通して吸収した。
【００６４】
　図１０は、プラスミドＤＮＡ量を増加して加えた後（１０μｇ～２５０μｇ）のカラム
調製のＤＮＡ収量（μｇ単位）を示す。プラスミドＤＮＡ量を増加することで（１０μｇ
～２５０μｇ）、達成可能なＤＮＡ収量が２１１μｇにまで上昇することを示した。
【００６５】
　ろ過速度は１０～３５ｍｌ／分の間にあり、適用せしめた真空力（約６００～２０ｍｂ
ａｒ）に依存する。
【００６６】
　追加実験は、２～５μｍの記載上の平均細孔径を有する膜を使用する場合、大きなろ過
速度で高い収量を達成することができることを示す。
【実施例４】
【００６７】
＜最大規模で敷いているフィルターを使用したろ過速度＞
　この実験は、本発明に係る器具のろ過速度におけるフィルター・マット（３５ｇ／ｍ2

）の効果を示す。
【００６８】
　大腸菌からのプラスミドＤＮＡの単離用プロトコール：
プラスミドｐＣＭＶβ（ＢＤバイオサイエンス社からのＤＨ５α／ｐＣＭＶβ）を有する
大腸菌ＤＨ５α－の１００ｍｌの培養。
【００６９】
　大腸菌培養物を、例２で記載した最大プロトコールによる調製工程に従って溶解し、該
溶解物をろ過によって浄化し、およびイソプロパノールに混合した。
【００７０】
　該溶解物／イソプロパノール混合物を、その後２００ｍｂａｒでカラムに圧し通した。
調製カラムにフィルター・マット（３５ｇ／ｍ2）を取り付けた。
【００７１】
　７．２ｍｌ／分のろ過速度を、本発明に係る器具およびフィルター・マットを用いて観
察した。
【００７２】
　該方法をより大規模でも使用しうる結果として、相当により高容量の溶解物を該膜の目
詰まりへの改善せしめる抵抗のために処理しうる。
【図面の簡単な説明】
【００７３】
【図１ａ】図１ａは、入口開口と出口開口を有する開通中空体（１）、および入口開口と
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出口開口を有し中空内にろ過層を含む開通中空体（２）を示す。
【図１ｂ】図１ｂは、該中空体（１）および該中空体（２）からなるカラム結合体を示す
。
【図２】図２は、核酸の洗浄の間に実施例１による４つの異なるカラム調製―インバイテ
ック社（製品１）、シグマ社（製品２）、ストラタジェン社（製品３）からのカラム材料
および本発明に係る器具（製品４）を用いて―の調製時間（分単位）を示す。
【図３】図３は、核酸の洗浄の間に実施例１による４つの異なるカラム調製－インバイテ
ック社（製品１）、シグマ社（製品２）、ストラタジェン社（製品３）からのカラム材料
および本発明に係る器具（製品４）を用いて－のＤＮＡ収量（μｇ単位）を示す。
【図４】図４は、４つのカラム調製―インバイテック社（製品１）、シグマ社（製品２）
、ストラタジェン社（製品３）からのカラム材料および本発明に係る器具（製品４）を用
いて―のバンドを有するアガロースゲルを示す。
【図５】図５は、中間調製から最小調製までのカラム型を変更する間の４つの異なるカラ
ム調製―インバイテック社（製品１）、シグマ社（製品２）、ストラタジェン社（製品３
）からのカラム材料および本発明に係る器具（製品４）を用いて―の溶出量（μｌ単位）
を示す。
【図６】図６は、最大調製を最小調製に変更する前に核酸の洗浄の間の２つの異なるカラ
ム調製―インバイテック社からのカラム材料および本発明による器具を用いて―の調製時
間（分単位）を示す。
【図７】図７は、最大調製から最小調製までのカラム型の減少の間に核酸を洗浄するため
の２つの異なるカラム調製―インバイテック社からのカラム材料および本発明に係る器具
を用いて―のＤＮＡ収量（μｇ単位）を示す。
【図８】図８は、２つのカラム調製―インバイテック社からのカラム材料（１）および本
発明に係る器具（２）を用いて―のバンドを有するアガロースゲルを示す。
【図９】図９は、最大調製から最小調製までのカラム型の変更の間の２つの異なるカラム
調製―インバイテック社からのカラム材料および本発明による器具を用いて―の溶出量（
μｌ単位）を示す。
【図１０】図１０は、ＤＮＡ収量（μｇ単位）における２．７μｍの孔径を有するＧＦ／
Ｄ膜の効果を示す。
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