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 研究用試薬      

マウス/ラットアディポネクチン ELISAキット 

使用説明書 

本キットは研究用試薬であり、疾病の診断若しくはその補助の目的で使用することはできない。 

  

【開発の経緯及び特徴】 

マウスアディポネクチンは、1995年に米国MITのLodish等に

より、マウス3T3-L1細胞の分化過程に誘導される、補体 C1q

類似の分子 adipocyte complement-related protein of 30kD 

(Acrp30)として報告された分子である 1)。脂肪細胞に分化さ

せたマウス3T3-F442A細胞からSpiegelman等により単離され

たadipoQも同一分子である 2)。また、1996年に大阪大学分子

制御内科学、松澤らのグループによりヒト脂肪組織中に特異

的に発現する遺伝子 apM1（adipose most abundant gene 

transcript）3,4)として新たに同定されたアディポサイトカイ

ンは、Acrp30/adipoQとアミノ酸レベルで83%のホモロジーが

あり、それぞれカウンターパートと考えられている。近年の

研究結果から、アディポネクチン遺伝子のノックアウトマウ

スは、野生型マウスに比しインスリン抵抗性を発症しやすく、

かつ動脈硬化性病変に罹患しやすい性質を有すること等が示

された 5)。 ヒトにおいても、アディポネクチン濃度の低下と

糖尿病6,7)及び動脈硬化6,8)等の代謝異常症候群との関連9)が報

告されている。本キットは、松澤らとの共同研究により開発

された酵素免疫測定法（ELISA法）であり、標準品にはリコン

ビナントマウスアディポネクチンを用いている。本キットは、

マウス及びラットの血清や脂肪細胞抽出液又は培養上清中の

アディポネクチンを特異的に精度よく簡便に測定することが

可能である。  

 

【キットの構成】 
 構成試薬名 容量・本数等 成分等 

1 洗浄用原液 40mL× 1ボトル 緩衝剤ほか 

2 検体希釈用原液 50mL× 1ボトル 緩衝剤ほか 

3 抗体プレート 96ウェル× 1枚 
抗マウスアディポネクチンポリ

クローナル抗体（ウサギ）ほか 

4 標準品8.0ng/mL 2mL× 1チューブ 
リコンビナントマウスアディポ

ネクチンほか 

5 
ビオチン標識 

抗体液 
12mL× 1ボトル 

ビオチン標識抗マウスアディポ

ネクチンポリクローナル抗体

（ウサギ）ほか 

6 
酵素標識ストレプ

トアビジン原液 

0.1mL× 1チュー

ブ 

西洋ワサビペルオキシダーゼ標

識ストレプトアビジンほか 

7 
酵素標識ストレプ

トアビジン希釈液 
15mL× 1ボトル 緩衝剤ほか 

8 基質液Ａ 7.5mL× 1ボトル 
3,3',5,5'-テトラメチルベンジ

ジンほか 

9 基質液Ｂ 7.5mL× 1ボトル 過酸化水素ほか 

10 反応停止液 15mL× 1ボトル 硫酸ほか 

付属品：プレートシール６枚 

 

 

【使用目的】 

血清や脂肪細胞抽出液又は培養上清中のマウス及びラットア

ディポネクチンの測定 

 

【測定原理】 

本キットは、ELISA法を用いたマウス/ラットアディポネクチ

ン測定キットである。 

測定原理を図１に示した。抗マウスアディポネクチンポリク

ローナル抗体（ウサギ）固相プレート（抗体プレート）に、

あらかじめ希釈処理を行った検体又は標準液を加えて反応さ

せると、アディポネクチンが抗体プレートに結合する（第１

反応）。ビオチン標識抗マウスアディポネクチンポリクローナ

ル抗体（ウサギ）（ビオチン標識抗体液）を反応させ（第２反

応）、さらに西洋ワサビペルオキシダーゼ標識ストレプトアビ

ジン（酵素標識ストレプトアビジン液）を反応させる（第３

反応）。基質液を加えて発色させ（発色反応）、その吸光度を

450nmで測定し、同時に測定した標準液の吸光度から検体中の

アディポネクチン濃度を算出する。なお、ラットの測定値は

マウスアディポネクチン当量として算出される。 

図１. 測定原理 

 

【測定方法】 

１．必要器具、機器等 

(1)メスシリンダー 

(2)メスピペット 

(3)マイクロピペット及びチップ 

(4)プレートウォッシャー 

(5)ペーパータオル 

(6)プレートリーダー（測定波長：450nm） 

(7)マイクロチューブ等（容量1.5mL以上の密閉可能な容器） 
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２．試薬の調製法・保存法 

(1)洗浄液 

洗浄用原液全量(40mL)に精製水を 960mLの割合で混和し調

製する。洗浄用原液に結晶が析出している場合は、加温し

て溶解後に調製し、調製後は2～8℃で保存する。 

(2)検体希釈液 

検体希釈用原液全量(50mL)に精製水を 200mLの割合で混和

し調製する。調製後は2～8℃で保存する。 

(3)標準液 

標準品 8.0ng/mL を検体希釈液で 2 倍段階希釈して、

4.0ng/mL、2.0ng/mL、1.0ng/mL、0.5ng/mL、0.25ng/mL の

濃度の標準液を調製する。なお、標準液 8.0ng/mL は標準

品8.0ng/mLを、0ng/mLは検体希釈液を使用する。 

(4)酵素標識ストレプトアビジン液 

酵素標識ストレプトアビジン希釈液 12mL に酵素標識スト

レプトアビジン原液を 60μLの割合で混和し、必要量調製

する。第3反応の直前に調製し、速やかに使用する。 

(5)基質液 

基質液Ｂ 6mLに基質液Ａを6mLの割合で混和し、必要量調

製する。発色反応の直前に調製し、速やかに使用する。 

 

３．操作方法 

操作方法の概略を図２に示した。 

 

 

                       図2. 操作方法概略 

 

 

 

 

(1) 検体の希釈 

マウス血清の測定 

① 必要な構成試薬を22～28℃に戻す。 

② 検体希釈液1.0mLに血清10μLを加え混和する。（101倍希

釈検体となる）。 

③ ②の 101倍希釈血清のうち 10μLを新たな容器に移し、検

体希釈液1.0mLと混和する（10,201倍希釈検体となる）。 

 

ラット血清の測定 

① 必要な構成試薬を22～28℃に戻す。 

② 検体希釈液1.0mLに血清10μLを加え混和する。（101倍希

釈検体となる）。 

③ ②の101倍希釈血清のうち100μLを新たな容器に移し、検

体希釈液1.0mLと混和する（1,111倍希釈検体となる）。 

 

脂肪細胞抽出液又は培養上清の測定  

① 必要な構成試薬を22～28℃に戻す。 

② 検体希釈液 1.0mLに脂肪細胞抽出液又は培養上清 10μLを

加え混和する（101倍希釈検体となる）。 

③ ②の 101倍希釈検体のうち 50μLを新たな容器に移し、検

体希釈液1.0mLと混和する（2,121倍希釈検体となる)。 

 

(2) 測定方法 

① 各構成試薬を22～28℃に戻す。 

② 洗浄液、検体希釈液、各濃度の標準液を調製する。 

③ 抗体プレートのアルミラミネート袋を開封し、検査に必要

なストリップだけを取り出す。データシート、プレートマ

ップ等で標準液や検体の位置を確認する。 

④ 洗浄液を抗体プレートの各ウェルに約 350μL ずつ加えた

後、プレートウォッシャーでウェルの液を完全に吸引除去

する。続けて抗体プレートを逆さにしてペーパータオル等

に軽く叩きつけ、ウェル内に残った洗浄液を除去する。 

⑤ 各濃度の標準液及び希釈済みの検体を各ウェルに 100μL

ずつ加える。標準液は各測定ごと、各抗体プレートごとに

必ず測定する。 

⑥ プレートシールで抗体プレートをカバーし、22～28℃で60

分間静置反応させる。 

⑦ 液ハネ等しないように注意して抗体プレートからプレート

シールを取り除き、プレートウォッシャーでウェルの液を

完全に吸引除去する。続いて、洗浄液を各ウェルに約 350

μL ずつ加え、再度速やかに吸引除去する。このとき、洗

浄液があふれないように注意する。この洗浄と吸引の操作

をさらに２回繰り返した後、④と同様にウェル内に残った

洗浄液を除去する。 

⑧ ビオチン標識抗体液を抗体プレートの各ウェルに 100μL

ずつ加える。 

⑨ プレートシールで抗体プレートをカバーし、22～28℃で60

分間静置反応させる。 

⑩ ⑦と同様にウェルを洗浄する。 

 

抗体プレート

標準液、希釈検体　 

ビオチン標識抗体液　（ビオチン標識抗マウス
アディポネクチンポリクローナル抗体（ウサギ））　  　　　　　　

洗浄1回 （約350μL)

洗浄3回 （約350μL × 3）

第1反応： 22～28℃、60分間静置

標準品、検体の希釈　

基質液

反応停止液　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100μL

酵素標識ストレプトアビジン液

吸光度測定　　450nm

第2反応： 22～28℃ 、60分間静置

第3反応： 22～28℃ 、60分間静置

酵素標識ストレプトアビジン液の調製

基質液の調製

発色反応： 22～28℃ 、15分間静置

洗浄3回 （約350μL × 3）

洗浄3回 （約350μL × 3）

100μL

100μL

100μL

100μL



 

TI25462310 
-3-     

⑪ 酵素標識ストレプトアビジン液を抗体プレートの各ウェル

に100μLずつ加える。 

⑫ プレートシールで抗体プレートをカバーし、22～28℃で60

分間静置反応させる。 

⑬ ⑦と同様にウェルを洗浄する。 

⑭ 基質液を抗体プレートの各ウェルに100μLずつ加える。 

⑮ 22～28℃で15分間静置反応させた後、反応停止液を抗体プ

レートの各ウェルに100μLずつ加える。 

⑯ プレートリーダーにより各ウェルの450nm（2波長測定の場

合には対照波長 650nm）における吸光度を測定する。 

 

４．アディポネクチン濃度の算出 

(1)各濃度の標準液及び検体の吸光度から標準液 0ng/mL の吸

光度（ブランク値）の平均値を差し引いて、各実質吸光度

を算出する。 

(2)X 軸に標準液の濃度を、Y 軸にその実質吸光度をプロット

する。各プロットに適当な回帰曲線を当てはめ（例：両対

数変換の二次回帰等、図３参照）、検量線を作成する。 

(3)検体の実質吸光度を検量線に当てはめ、アディポネクチン

濃度を読みとる。 

(4)その値に検体の希釈倍率（マウス血清では 10,201 倍、ラ

ット血清では 1,111 倍、細胞抽出液又は培養上清は 2,121

倍）を乗じ、検体中のアディポネクチン濃度を算出する。

なおラットの測定値はマウスアディポネクチン当量として

算出される。 

 

図3. 両対数変換の二次回帰による検量線作成例 

 

【操作上の留意事項】 

 1.検体は採取後測定に供するまで必ず凍結保存（-70℃以下

が望ましい）すること。 

 2.希釈済みの検体を保存する場合は、必ず凍結保存（-70℃

以下が望ましい）すること。 

 3.本キットを用いて1,111倍に希釈したヒツジ、ブタ、ウシ、

ウシ胎児の各血清を測定したとき、測定範囲下限

（0.25ng/mL）未満であった。 

 4.各構成試薬は22～28℃に戻し、よく混和してから使用する

こと。洗浄用原液に結晶が析出している場合は、加温して

溶解すること。 

 5.各試薬の調製は前述に従って、適切なタイミングで行うこ

と。特に基質液は、調製後時間経過とともにブランク値が

上昇することや、浮遊物（結晶）が生じることがあるため

注意が必要である。 

 6.本キットは4回までの分割使用が可能である。分割使用後、

残った構成試薬等は密閉して2～8℃で保存すること。また、

再使用する場合には、22～28℃に戻し、よく混和してから

使用すること。未使用の抗体プレートは、乾燥剤とともに

アルミラミネート袋に戻し、密閉して2～8℃で保存するこ

と。 

 7.同一製造番号のキットを同時に2キット（2抗体プレート）

以上操作する場合も、各抗体プレートごとに検量線を作成

すること。 

 8.製造番号の異なるキットを組み合わせて使用しないこと。 

 9.標準液、検体とも二重以上の測定をすること。 

10.検量線の範囲を超える高濃度検体は、検体希釈液で希釈し

て測定すること。 

11.洗浄後のウェルを乾燥させないように注意すること。また、

洗浄中はウェルを傷つけないように注意すること。 

12.検体や試薬間のコンタミネーションを避けるため、検体や

試薬類の分注に際しては十分注意すること。 

13.使用期限切れのキットは使用しないこと。 

 

【性能（感度・再現性）】 

１．感度試験 

標準液8.0ng/mL の吸光度は1.0以上を示した。 

２．再現性試験 

自社施設において、濃度の異なるマウス血清及び、ラット

血清（各2種類）を同時に4回測定したとき、変動係数は

10%未満であった。 

自社施設において、上記の検体を 6回繰り返して測定した

とき、変動係数は15%未満であった。 

３．測定範囲 

0.25ng/mL～8.0ng/mL のマウスアディポネクチンを測定す

ることができる。また、自社施設において、最小検出限界

は15.6pg/mLであった。 

 

【使用上又は取扱い上の注意】 

 1.本キットの構成試薬は、アディポネクチン測定以外の目的

には使用できない。 

 2.サンプリング等に使用するピペットには口をつけないこ

と。 

 3.標準液及び検体は常に感染の危険性が伴うものとして取

扱いには十分注意すること。検体に接触したチップ等の器

具やそれらの残液及びその容器等も同様に扱うこと。 

 4.反応停止液は硫酸を含むので、皮膚等に付着しないよう取

扱いには十分注意すること。 

 5.試薬が誤って目や口に入った場合や手等に触れた場合に

は水で十分に洗い流すなどの応急処置を行い、必要であれ

ば医師の手当等を受けるようにすること。 

 6.使用後の容器やピペット等は焼却処理するか、廃棄する場

0.1

1.0

5.0

0.1 1.0 10.0

アディポネクチン濃度(ng/mL)

実
質
吸
光
度
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合には廃棄物に関する規定に従って医療廃棄物又は産業

廃棄物等区別して処理すること。 

 7.本キットには 0.1%以下のアジ化ナトリウムを含有する構

成試薬（検体希釈用原液、標準品8.0ng/mL、ビオチン標識

抗体液）が含まれているので、廃棄する際には大量の水と

ともに廃棄するなど注意すること。 

 8.標準液及び検体に接触したチップ等の器具やそれらの残

液及びその容器等は、感染の危険性があるものとし、オー

トクレーブ（121℃、20 分）で滅菌処理するか、又は次亜

塩素酸ナトリウム溶液（有効塩素濃度 1,000ppm 以上）に

１時間以上浸してから処理すること。 

 9.本キットは研究用試薬であり、疾病の診断若しくはその補

助の目的で使用することはできない。 

 

【貯法・有効期間】 

2～8℃、製造日より18ヵ月（使用期限は外箱に表示） 

 

【包装単位】 

96テスト用 
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【問合せ先】 

大塚製薬株式会社 診断事業部 

TEL：03-6717-1400 

 

【製造発売元】 

大塚製薬株式会社 

東京都千代田区神田司町2-9 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

【包材等の材質】 

袋（抗体プレート）：ＰＥ、ＰＥＴ、金属（アル

ミ） 

ボトル（洗浄用原液、検体希釈用原液、ビオチン標

識抗体液、酵素標識ストレプトアビジン希釈液、基

質液Ａ、基質液Ｂ、反応停止液）：ＰＥ 

チューブ（標準品 8.0ng/mL、酵素標識ストレプ

トアビジン原液）：ＰＰ 

キャップ（洗浄用原液、検体希釈用原液、標準品

8.0ng/mL、ビオチン標識抗体液、酵素標識ストレ

プトアビジン原液、酵素標識ストレプトアビジン

希釈液、基質液Ａ、基質液Ｂ、反応停止液）：Ｐ

Ｐ 

抗体プレート本体：ＰＳ 

 

個装箱（キットケース）、ケース内仕切り：ダン

ボール 

※ 

※ 

 

※※ 


