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バイオよも

エ タノ ー ル 沈殿あれ こ れ

春木　 満

　バ イオ実験に お い て，エ タ ノール 沈殿 （エ タ沈）は，

最もよ く行う操作の ひ とつ とい っ て もよい であろう．塩

とエ タノ
ール を加えて遠心機にか けるだけ，とい うきわ

め て単純な作業なの で，原理などもあまり気に か けない

で行い がちと思われる．しか しt よ く考えてみる と，通

常使用する塩は酢酸ナ トリウム であ るが，酢酸ア ン モ ニ

ウ ム を使うこ とがあ っ た り，またエ タ ノー
ル ではな くイ

ソ プ ロ パ ノ ール を使 っ た りと，意外と奥が深 く，さまざ

まなバ リ エ ーシ ョ ン が ある こ とに気づ か され る，その 理

由を聞かれる と，意外 と知 らな い こ とも多い の ではない

だろ うか．核酸の 種類や混入物の種類に応 じて ，最適な

方法を選択する必要がある．そこ で，こ の よ うな原理を

知っ てお くと，何か間違っ た りした場合に も臨機応変な

対処が可能となる．本稿がその ようなと こ ろ で お役に 立

て れば幸い である．

工 タノール 沈殿の歴史D

　エ タ ノール沈殿そ の もの は，古くか らDNA を研究す

る有機化学者に よ っ て，DNA 精製法として用 い られ て

い た とい うこ とで ある．しかしなが ら．初め て 生命科学

の 研究に応用 した の は，ロ ッ ク フ ェ ラ
ー大学の Averyの

研究室 に い た Alioway で あ っ た．　 Alloway は，　 R 型肺炎

双球菌からの抽出物に よ る S型肺炎双球菌の形質転換に

成功 したが ， 安定的には再現で きなか っ た．そして，肺

炎双球菌か らの 抽出物を，エ タノ
ー

ル 沈殿を用い て濃縮

することに より，これを解決した （1933年）．この 成果が，

後 に Avery が行 っ た，　 DNA が遺伝物質で ある こ とを示

す有名な研究 （1944年）につ なが っ て ゆ くの で ある，

エ タノール沈殿の原理 1）

　DNA は負 に帯電 した リ ン 酸骨格 を持ち，水溶液中で

親水性 コ ロ イ ドと して 存在 して い る，エ タ ノール などの

水溶性の 有機溶媒を加える と水和水が奪われ る．しか し

なが ら，そ れ だ けで は リ ン 酸基 の 負電荷 に よ る反発 の た

め ，凝集する こ とが で きない ．塩 を加える と，リ ン 酸基

の 負電荷問の 反発が解消 され，フ ァ ン デ ル ワ
ー

ル ス カが

優勢 とな り，DNA 鎖 同士が凝集 して沈殿する （コ ロ イ

ドの 塩析），

工 タノール沈殿に影響を与える要因

　通常，DNA を含む溶液に適当な塩を加え，それに2〜

3倍量の エ タ ノ ー
ル を加えた後，遠心分離して沈殿させ

る の であるが，その 回収率に影響を与える要因を以下に

示す．

（1）温度

　かつ て の プ ロ トコ
ール で は，

一
　70°C で 30分程度冷却

する と指示されて い たが，現在では室温で もま っ た く問

題 ない こ とが わか っ て い る 2）．それ ど こ ろ か，低温にす

る と粘度が高くなる ため ，DNA が凝集しに くくな っ て，

か えっ て回収率が落ちしまう2）．

（2）DNA 濃度

　2．4ng ！ml 〜0．4 μg！ml の範囲で は，ほ とん ど回収率に

差が見られな い が，4 μg／ml で はかなり回収率が上昇し，

40 μg！ml で は ほ ぼ 100％の 回収率となる （図】）3）．

（3）沈殿させる時間

　塩 とエ タ ノー
ル を加えた直後と 10分後で，回収率は

数％程度しか変わらな い 2・3），一
方，低DNA 濃度の場合

に は．一晩おくこ とに よっ て，かなりff収率が向上する 2）．

（4）遠心分離の時間

　高DNA 濃度の 場合は 16
，
eOQ × g で 15分程度の 短い

時間で ほ とん どの DNA が 回収で きるが，低 DNA 濃度

の場合は時間が長 くなる に つ れ，顕著に回収率が向上す
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図1．DNA の エ タノール 沈殿 に対 す る 遠心分離時閭の 影響．○，
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る （図 1） 3）．30分間遠心分離すれば，80％ 以上 の 回収

率となる，

（5）溶液量

　溶液量が多 くなると，凝集 したDNA が遠心分離 によ

りチ ュ
ーブ の底に到達する の に長い 時間を要する．した

が っ て，溶液量が少ない ほうが回収率がよ く，遠心分離

の 時間も短くてすむ2）．

エ タノール沈殿に用い られる塩の種類

（1）酢酸ナ トリウム

　最 も一般的に用 い られ，通常3M 酢酸ナ トリウム （pH

52 ）を最終濃度 O．3M となるように加える．　 pH　5．2は

RNA 用で，　 DNA 用には中性の もの を使用するとい うマ

ニ ュ アル も存在するが，DNA で もpH　52 で特に支障は

な い ．

（2）酢酸ア ン モ ニ ウム

　dNTP や糖類の 共沈を軽減する 目的で 用 い られる D，

しかしなが ら，酢酸ナ トリウム を使用した場合 に比べ て，

酢酸ア ン モ ニ ウ ム を使用 した場合 には，dNTP の共沈は

若干減少する ようで あるが，どち らの場合 も2 回エ タ沈

を繰 り返すと，ほ とんどdNTPは除去で きるそうである 2）．

また，酢酸ア ン モ ニ ウム は タ ンパ ク質を除去するの にも

有効で ある と報告 され て い る 2），タ ン パ ク質を含む

DNA 溶液に最終濃度 25 　M になるように酢酸ア ン モ ニ

ウ ム を加えて 22°C で O〜30分放置後 16
，00e× g で 15

分 間遠心分離する と，90％以上 の タ ン パ ク質が沈殿す

る．次に，そ の 上清に2〜3倍量 の エ タノ
ー

ル を加えて

遠心分離すると，沈殿 した DNA にはほ とん ど タ ン パ ク

質は含まれない とい う，なお，ア ン モ ニ ウ ム イオ ン は

T4 ポ 1J ヌ ク レ オチ ドキナ
ーゼ，　 DNA リガ ーゼ

，

一部の

制限酵素の 活性を阻害する の で，こ れらの 反応を行う場

合には適さない 4），

（3）塩化リチウ 厶

　RNA は21水酸基の存在に よ り親水性が高 く，沈殿さ

せ る の に より高濃度 エ タノ ール （2．5〜3倍量 ）を必要

とする．塩化 リチ ウ ム はエ タノ
ー

ル に対して溶解性が高

く，共沈するこ とが な い ため，RNA の エ タ沈に適して

い る 1），ただ し，塩化物イオ ン は逆転写反応 を阻害する

ため，こ の よ うな用途 に使用する場合は，リ ンス を丹念

に行 っ て 十分 に塩を除去す る 必要がある．塩化 リチ ウ ム

は こ の ほ か，高分子量の RNA を選択 的に沈殿 させ るの

に用い られ て い る．塩化リチ ウ ム （最終濃度 2〜3M ）を

加 え て （エ タノ ール は加えずに），氷上 で 2時間以上 イ ン

キ ュ ベ ートした の ち遠心分離する と，tRNA や 5S　RNA

などの 低分子量RNA や DNA ，多糖類，タ ン パ ク 質は

沈殿せずに上清に残るため除去で きる 1）．

（4）塩化ナ トリウ厶

　DNA 溶液に SDS が含まれてい る場合 には，　 SDS の 析

出を防 ぐために，塩化ナ トリウム （最終濃度 0．2M ）を

使用する 必要がある i｝．特に，SDS の カ リ ウ ム 塩は難溶

性 となる．pH メーターの電極液にKCl が使われて お り，

SDS は pH を合わせ て か ら加えなければならない ，と最

初にpH メ
ー

タ
ーを使用する時に習 っ た こ とが思 い ださ

れ る，ア ル カ リ ミニ プ レ ッ プ法に よるプラ ス ミ ド抽出で

は，こ れ を逆手に と っ て ，SDS を沈殿 させ て 除去する

ために酢酸カ リウム が用い られて い る，

（5）塩化マ グネシウ厶

　塩化マ グネシ ウ ム を最終濃度O．OlM となるように加え

た溶液に，等量の エ タ ノ ール を加える こ とによ り，7塩

基以上 の 核酸を沈殿 させ る こ と が で きる 5ン．そ の た め ，

通 常の エ タ沈にお い て も，100塩基以下の短い DNA の

場合は，塩化マ グネシ ウム を最終濃度0．01M となるよう

に加え，一時間以上放置する こ とが推奨され て い る 1），

ただ し，こ の 場合にはdNTP も沈殿 して しまうようであ

る．ダイターミネーターを用 い た DNA サイ ク ル シーケ

ン ス 法にお い て，反応後に行 うエ タ沈で EDTA を加え

るの は．マ グネシウ ム をキ レー
トして．未反応の ダイタ

ー

ミネーターが沈殿するの を防 ぐため と思われる．塩化マ

グネシ ウ ム の み を加えたエ タ沈で は，dNTP の沈殿が防

げるの で
5）

，
エ タ ノール の みを加えて エ タ沈する方法も

提示され て い る 6）．

キャ リアによる共沈

　前述した よ うに，DNA が微量で あっ てもエ タ沈によっ

て沈殿は生じる，しか しなが ら，その沈殿は 目視 に より

確認で きず，誤 っ て 上清とともに捨て て しまい かねな い ，

また，微量の場合，回収率を高め るためには，沈殿させ

る時間や遠心分離 の 時間を長 くする必要がある．以上の

難点を解消するために，エ タ沈によ りDNA と共沈する

物質を添加する こ とがよ く行われる．そ の うちtRNA は

安価である が ，リ ン酸化な ど以降の 反応 に影響する場合

に は適して い ない り．グリコ
ー

ゲ ン な どの多糖類やポ IJ

ア クリ ル ア ミドは エ タ沈に より沈殿し，各種酵素反応も

阻害 しな い の で，よく用 い られ て い る ］・7），た だ しt グ

リ コ ー
ゲ ン は，タ ン パ ク質とDNA の相互作用 を阻害す

る こ とが知 られ て い る 1・D，また．グ リ コ
ー

ゲ ン が存在

すると，形質転換の効率は大きく低下す るとい うことで

ある s）．ポリ ア ク リル ア ミ ドを用い た場合，8bp 以下 の

短い DNA は沈殿 しない の で dNTPの 除去も可能で ある7）．

ちなみ に，沈殿 が 目に見 え る ように な っ て も，半分近 く

2011年　第5号
。工工

一E 、 。 。 ， ． 。 。 i 。　Lib ．釜憂、。 ． vi 。 。



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

生物工学基礎講座

はマ イ クロ チ ュ
ー

ブ の遠心力方向の壁面に薄く広が っ て

い る の で，回収率を上げる た め に は ，溶解する液をそ の

部分に十分に接触 させ る必要がある
1＞．

イソプロ パ ノール 沈殿 1・4）

　イソ プ ロ パ ノ ール はエ タ ノール より疎水性が 高い た

め，核酸の 溶解度が低 く，よ り少 な い ：量 で核酸を沈殿 さ

せ る こ とがで きる．核酸溶液と等量の イ ソ プ ロ パ ノ
ー

ル

を加えれ ばよい の で ，遠心分離する液量が少な くて済む

とい う利点が ある．し か しなが ら，イ ソ プ ロ パ ノ ール は

エ タノール より揮発しに くい ため，乾燥に時間がかかる，

また，イ ソ プ ロ パ ノー
ル が残ると，以後の酵素反応など

に影響を与える の で ，十分に除去する必要がある，

PEG 沈殿

　ポ リエ チ レ ン グリ コ ール （PEG ）は親水性の ポ リエ ー

テル で あり，ア ル コ ール と同様に水和水を奪 う効果があ

る の で，DNA を沈殿 さ せ る こ とがで きる．　 RNA は

DNA より親水性が高い ため凝集しに くい ．こ の ため，

プラス ミ ドなどの 精製過程で RNA を除去する こ とがで

きる
4）．PEG8000 を65％，　 NaC1 を0．8　M となる ように

加え，4°C で 1時間冷却 した の ち，遠心分離に よ り沈殿

させ る，PEG を除くため に 70％ エ タ ノ ール で リ ン ス を

行 う必要がある，また，短い DNA も沈殿 しない の で ，

PCR 後にプライマ ーを除去するこ とがで きる
9）．たとえ

ば PEG8000 を10％，　MgCI2 を10mM となるように加え，

ただちに室温で 10分間遠心分離すると 100bp以 ドの フ ラ

グ メ ン トは沈殿 しない ．

エ タノール沈殿とタンパ ク質変性

　制限酵素反応後，エ タ沈を行うこ とに よ り，多くの制

限酵素は失活させ る こ とが で きる
le）．こ の よ うな失活は，

エ タノール の タ ン パ ク質変性作用 に よ るもの と考えられ

る．異な っ た反応条件の 制限酵素で ダブ ル ダイジ ェ ス

チ ョ ンする場合，1番 目の制限酵素で切断後，エ タ沈で

失活させ る こ と が で きれ ば，そ の まま 2番目 の 制 限酵素

に よる反応を行 うことがで きる．しか しなが ら，エ タ沈

で 失活し な い 制限酵素 もあ り，2番目の 制限酵素の 反応

条件で ス ター活性を示す恐れがある．こ の ような場合，

熱処理 や フ ェ ノ ール 処理を行うこ と に よ り．完全 に失活

させ る必要がある．

　タ ンパ ク質変性作用は，エ タノール の消毒効果の 主要

因 の
一つ で あ る考え られ て い る 11｝． こ の 消毒効果は，

70％ エ タノ
ー

ル が最 も高い とい われて い る．ところ で ，

エ タ沈の リ ン ス も70％ エ タ ノール が用い られ るが，何

か 関連が あ る の だ ろ うか．実は 消毒用 エ タ ノ ー
ル は

70％ （wtfWt）であ り，エ タ沈用は 70％（v！v ）である．70％

（wt 〆wt ）は 77％ （v ！v ）に相当する，こ の付近の エ タ ノ ー

ル濃度におい て ，タ ンパ ク質が最も変性 しやす い ため に，

高 い 消毒効果を示す とい うこ とである
ID．エ タ沈用 の

70％ （v 〆v ）は，DNA が溶解せず，塩 も析出しない とい う

条件であるか ら，消毒用 エ タノ
ー

ル の濃度とは無関係で

あるが，制限酵素が失活 しやすい とい う点で関連がある

とい えなくもない ．

おわりに

　本稿を執筆するにあたり，い ろ い ろと調べ てみた とこ

ろ，恥ずか しなが らよ く知 らなか っ た こ とも多か っ た，

最善の 方法を選択 し，実験を円滑に進めるためには，原

理や手法につ い て よく習熟 して おく必要の ある こ とが，

改めて 痛感された．本稿で触れた以外に も多数の 工夫が

な されてお り，Web 上で公開 されて い る の で，必要 に

応 じて こ れ らも参考に された い ，
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