
NuncおよびABgeneポリプロピレン製マイクロプレートの
DNA吸着性に関する評価

Consumables

まとめ
• Thermo Scientific™ Nunc™およびABgene™ ポリプロピレン
製マイクロプレートには、DNA吸着が低いポリプロピレン樹
脂を採用しています。

• マイクロプレートへのDNAの吸着に関して、Thermo Scientific™ 
Nunc 96 DeepWell™ プレートおよびABgene™ 96 ディープウェ
ルプレートはA社DNA低吸着プレートと同等の性能を示しまし
た。

• NuncおよびABgeneポリプロピレン製マイクロプレートは、
DNA低吸着であることが必要とされるワークフローで有効
なソリューションとなります。

はじめに
DNA、RNAおよびタンパク質などのサンプル調製や保存に使用
されるチューブやマイクロプレート（以下、プレート）などの主な
プラスチック製品は、ポリプロピレン製です。ポリプロピレンは
親水性のDNA分子をはじく疎水性ポリマーです。しかし、一部の
研究では、核酸やタンパク質がポリプロピレン表面に吸着する
ことが報告されています[1]。DNAがポリプロピレン製のチューブ
やプレートに吸着すると、法医学や臨床などの現場で扱われる
微量サンプル中のDNAがさらに減少してしまう可能性がありま
す。この減少によりDNAの定量的な検出や解析精度に悪影響を
与える可能性があります。したがって、標的遺伝子の増幅が十分
に行えず、ジェノタイピングデータが全く得られなかったり、得ら
れても部分的にしか得られない場合があります。

この問題を解決するため、一部のメーカーはチューブやプレート
の製造用ポリプロピレンに添加物、または改良を加えることで
DNAの吸着を低減させた製品を提供しています[2]。

チューブやプレートへのDNAの吸着が低いことは、DNAの吸着
を懸念する研究者にとって望ましい特長です。しかし、DNA低
吸着のプラスチック製品を、DNA結合特性に基づいて分類する
国際的な基準は存在しません。そのため、研究者やメーカーは
DNA低吸着製品と他の製品のDNA吸着性について客観的に評
価することができません。

当社は、DNAサンプルの調製や保存に適したDNA低吸着のポリ
プロピレン製プレートを提供するため、研究・開発に積極的に
取り組んできました。本テクニカルノートでは、まずNuncおよび
ABgeneのポリプロピレン製プレートの製造に適したDNAの吸
着が低いポリプロピレン樹脂を選定するために実施した予備検
討をご紹介します。次に、NuncおよびABgeneプレートと他社の
DNA低吸着プレートへのDNAの吸着を評価するために実施した
リアルタイムPCRを用いた検証をご紹介します。
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DNA吸着が低いポリプロピレン樹脂の選択
DNAサンプルの調製や保存には、他の樹脂と比べてDNAの吸着
が低いという特性からポリプロピレン製のプレートを使うことが
推奨されています[3]。そこで、プレートの製造用にDNAの吸着が
低いポリプロピレンを特定するため、複数のポリプロピレン樹脂
から製造されたプレートを用いてDNA吸着を評価する予備検討
を実施しました。

本検討には、当社および他社製の11種類のプレートを使用しま
した。それぞれ異なるポリプロピレン樹脂で製造されており、
DNA低吸着プレートとして販売されている製品も含まれます。
まず、各プレートへのDNAの吸着を32P標識DNAを用いて検証し
ました。テストサンプルは、ウェルの表面形状と体積の違いを避
けるために、各プレートからダイカット（抜き型を使って打ち抜
く）し、テストサンプルの片面のみ32P標識ラムダDNA（4.5 ng）
を含むDNA溶液50 µLに浸しました。20 ℃で一晩インキュベー
トした後、Tris-EDTA（TE）緩衝液で洗浄し、テストサンプル上に
残った放射能を測定しました。測定結果を図1に示します。

次に、イオン強度によるプレートへのDNAの吸着量を検証する
ため、イオン強度の高い緩衝液（2.5 M NaCl TE緩衝液）と低い
緩衝液（10 mM Tris-HClおよび1 mM EDTA TE緩衝液）を用い
てDNAの吸着量を測定しました（図2）。

一般的に、DNAはイオン強度の低い緩衝液中で保存および使用
しますが、緩衝液のイオン強度はポリプロピレンへのDNAの吸
着に影響を与えることがあり、イオン強度の高い緩衝液によって
DNAの吸着が促進されるといわれています。

これらの予備検討において、プレート2のポリプロピレンが最も
低いDNA結合特性を示しました。本結果より、当社はプレート2
のポリプロピレンをNuncおよびABgeneプレートの開発および
製造用の樹脂として選定しました。

リアルタイムPCRによるプレートへのDNA吸着の評価
当社は、製品が使われるさまざまなワークフローとアプリ
ケーションを想定してその性能試験を行います。例えば、
Thermo Scientific™ DeepWell™プレートは、DNAおよびRNA
サンプルの抽出や保存などの分子生物学アプリケーションでよ
く使われます。

以下の実験では、一般的なqPCRワークフローをシミュレー
ションしながら、NuncおよびABgeneプレートと他社のDNA低
吸着プレートへのDNA結合を測定し、DNA結合特性を比較しま
した。

材料と方法
検証用のプレートとして、Nunc 96 DeepWellプレート（製品番
号 278743）およびABgene 96ディープウェルプレート（製品番
号 AB0661）、DNA低吸着ディープウェルプレート（A社）を使用
しました。

Nunc DeepWellプレート（以下、Nuncプレート）は、生物試料
やゲノム試料、化合物などの保管、次世代シーケシング（NGS）
用サンプルやプラスミドDNA、タンパク質分析用サンプルやペ
プチドライブラリーの調製などによく利用されています。一方、
ABgene ディープウェルプレート（以下、ABgeneプレート）は、
NGS用ライブラリー調製や核酸抽出で高く評価されています。
そして、これらプレートの比較対象として、表面コーティングせず
にプレート表面へのDNAの吸着を抑え、最大のDNA回収率が得
られるとうたったA社のDNA低吸着ディープウェルプレート（以
下、A社プレート）を用いました。

図1. 放射能で測定したプレートへのDNA吸着の比較　放射能が低い
ほどDNAの吸着が低いことを示します。プレート2（黄色の枠線）が一番
DNAの吸着量が少なく最も優れた性能を示しました。

図2. 低イオン強度（TE緩衝液、1 mL EDTAを含む10 mM Tris-HCl）
および高イオン強度（TE緩衝液、2.5 M NaCl）条件下におけるプレー
トへのDNA吸着量の比較　プレート2（黄色の枠線）が両方の緩衝液
の条件下でDNAの吸着量が最も少なく優れた性能を示しました。
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それぞれのプレートのDNA吸着の違いを検証するために、リアル
タイムPCRを使用しました[4]。qPCR増幅反応では、吸着による
DNAの減少を、Ct値の差で評価できます。25 ℃（室温）での 短
時間および長時間の保存条件をシミュレーションするために、保
存後０時間（Negative control）、4時間、24時間、および48時間
のサンプルを解析することにしました。

テンプレートDNAの段階希釈サンプルの調製は、qPCRに
よる信頼性の高い正確な定量のための重要なステップです。
これにより、正確な増幅効率の結果が得られ、樹脂への吸
着によるDNA量の減少をCt値から推定できます [5]。最初に、
100,000コピーから100コピーまでヒトゲノムDNA（gDNA）の
10倍希釈系列を作成しました。作成したサンプルを各プレート
に200 µLずつ分注し（n=4）、室温でインキュベートしました。
次に、Applied Biosystems™ TaqMan™ RNase P Detection 
Assay（製品番号4316831）を使用して、リアルタイムPCRを
実施しました。リアルタイムPCRにはApplied Biosystems™ 
QuantiStudio™ 5 リアルタイムPCRシステム、384ウェル（製品
番号A28140）を使用しました。TaqMan RNase P Detection 
Assayのパフォーマンス試験では 増幅効率が >99%であること
が確認されました。この高い増幅効率は、DNAの吸着試験にこ
のアッセイを選択した最も重要な基準で、アッセイの増幅効率の
差によるCt値の変動を排除でき、解析されたCt値の差がプレー
トへのDNAの吸着によるものであると判断することができます
[6]。全データの平均値はStudentのt検定（α = 0.05）を用いた統
計分析で比較しました。

結果
Nunc、ABgene、およびA社プレートのgDNAコピー数別の平均
Ct値を図3に示します。Ct値はgDNAコピー数ごとに算出した全
時点（0、4、24、48時間）の平均値です。全てのgDNAコピー数に
おいて、平均Ct値は全て同等でした。gDNAコピー数ごとにCt値
のわずかな変動が見られますが、明確な傾向は観察されません
でした。これはNuncおよびABgeneプレートがA社プレートに匹
敵する性能をもつことを示唆します。したがって、A社プレートと
NuncおよびABgeneプレートとの間には実質的な違いはないと
いえます。

次に、保存時間がプレートへのDNAの吸着に与える影響を評価
しました。Nunc、ABgeneおよびA社プレートのgDNAコピー数
ごとのCt値を保存時間別に示します（図4）。同じgDNAコピー
数では、保存時間が異なってもプレート間のCt値に有意な差は
観察されませんでした。また、室温で48時間DNAを保存するこ
とによるCt値の変動もほとんどありませんでした。これは、DNA
サンプルの保存においても、NuncおよびABgeneプレートはA
社プレートに匹敵する性能をもつことを示唆します。したがっ
て、48時間までは室温保存によるNuncおよびABgeneプレート
へのDNAの吸着はほとんど無視できると考えられ、DNAサンプ
ルを安定して保存できるといえます。

図3. gDNAコピー数別の平均Ct値の比較　Ct値が低いほどDNA回収
率が高くなり、プレートへのDNAの吸着が低くなります。

図4. 保存時間別のgDNAコピー数ごとのCt値比較
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結論
NuncおよびABgeneポリプロピレン製プレートの製造には、
DNAの吸着が低いポリプロピレン樹脂を採用しています。さら
に、NuncおよびABgeneポリプロピレン製プレートへのDNAの
吸着量は、DNAの低吸着をうたうA社プレートと同等であるこ
とを示しました。これは、DNAの吸着性に関して、Nuncおよび
ABgeneプレートがDNA低吸着プレートに匹敵する性能をもつ
ことを示唆します。

本テクニカルノートで示したNuncおよびABgeneプレートの
DNA吸着性に関する評価は、PCR、NGSおよびその他のDNA
低吸着であることが必要とされるワークフローで有効なソリュー
ションを提供します。
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