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製品添付用データシート

本品は、研究目的にのみご使用ください。ヒト、動物への医療、臨床診断用には使用しないでください。
本マニュアルをご精読のうえ、研究目的にのみご使用ください。
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【Ⅰ】背景と測定原理

　細胞外小胞 (extracellular vesicle : EV) は細胞から放出される脂質二重膜を持つ粒子の総称で、細胞間の情報伝達に重要な役

割を果たすとされ (1)、盛んに研究されています。

　多細胞生物ばかりでなく、微生物においても EV は微生物 - 微生物間、さらには微生物 - 宿主細胞間の情報伝達を担っている

ことが明らかになっています (2)。EV 産生は微生物にとって不可欠な機能であり、EVs による細菌間もしくは宿主との相互作用

の機能解明は、ワクチン開発のシーズや腸内における細菌の宿主への作用、ドラッグデリバリーシステムといった様々な応用

分野への展開が期待されています (3)。

   多細胞生物の EV 定量においてはマーカータンパク質に対する抗体を用いた ELISA キットが多く開発されています。一方で微

生物の場合はマーカータンパク質の同定が進んでいないことからナノトラッキング解析による定量が主流であり、高価な装置

が必要となっています。

   本製品は、表面に正電荷を帯びるようコーティングしたプレートで EV を捕捉し、抗 LPS（Lipopolysaccharide）抗体をプロー

ブとすることで、高価な装置や特殊な手技を必要とせずにグラム陰性菌由来の EV を高感度に相対定量することが可能です。

【Ⅱ】製品の特長
●　通常の ELISA 法と同様の操作で微生物由来 EV の相対定量が可能です。

●　標品が付属しているのですぐに実験を始められます。

●　高感度なので少量のサンプルで測定可能です。

　　　　　　　　検出限界：8.0 x 106 particles/mL

※溶媒に高濃度の塩を含む場合プレートに補足できない可能性があります。

　塩濃度が 150mM 以下になるようリン酸バッファーなどで溶媒置換もしくは希釈してご使用ください。
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ご準備いただくもの（その他必要なもの）　

● マイクロピペッター (10 ～ 1000 µL)                                                     ● マルチチャンネルピペッター

●リザーバー                                                                                                     ● プレートシェーカー

● プレートリーダー ( 波長 450 nm が測定可能なもの )                      ● プレートウォッシャー　

【Ⅳ】試薬、サンプルの調製方法

【Ⅳ－ 1】EV 標準液 （プレート 1 枚あたり 2 ウェル分ずつ調製）

キットに入っている EV 標準液（上表の A）250 µL にアッセイバッファー 250 µL を加え（2 倍希釈）、

よく混合した溶液を B とします。以下、同様に２倍希釈した溶液を調製し、100 µL ずつ測定して下さい。

各濃度 n=2 では、100 µL x 2 = 200 µL 使用します。

* EV 標準液は、必要量を用時調製してください。

濃度 (particles/mL) 標準タンパク質 アッセイバッファー 希釈率

A 5.12 x 108 1

B 2.56 x 108 250 µL of A 250 µL 2

C 1.28 x 108 250 µL of B 250 µL 2

D 6.40 x 107 250 µL of C 250 µL 2

E 3.20 x 107 250 µL of D 250 µL 2

F 1.60 x 107 250 µL of E 250 µL 2

G 8.00 x 106 250 µL of F 250 µL 2

【Ⅲ】キット構成品

保存温度：4℃

No 内　容 数量 取扱上の注意

1 EV Detection Plate 8-well × 12 strips × 1 枚

取扱う際には眼鏡・手袋

などの保護具を着用の上、

人体の接触を避けるよう

十分に配慮してください。

2
大腸菌 EV 標準液

（Escherichia coli  DH5 α 株由来）
5.12 x 108 particles / mL

  1.0 mL × 1 本 * 

3 アッセイバッファー 35 mL × 1 本

4 洗浄バッファー ( 10X ) 40 mL × 1 本

5 抗 LPS 抗体（100X）     赤キャップ 120 µL × 1 本

6 HRP 標識二次抗体（200X）     緑キャップ 150 µL × 1 本

7 基質液 12 mL × 1 本

8 停止液 6 mL × 1 本

9 プレートシール 3 枚

	* n=2 として、検量線 2 回分
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EV Detection Plate と試薬を室温に戻します

EV 標準液を希釈調製します (【Ⅳ－ 1】)。

②で希釈調製した EV 標準液 (8.00 x106 ～ 5.12 x108 particles / mL) もしくはサンプル溶液を

各ウェルに 100 µL ずつプレートへ加えます。

プレートにシールし、プレートシェーカーで撹拌 (800 rpm, 30 秒 ) します。

室温で 2 時間静置もしくは 4℃で一晩反応します。

反応液を完全に除去し、各ウェルに 300 µL の洗浄バッファー (【Ⅳ－ 2】) を加え、洗浄し

ます。この操作を 3 回行って下さい。

希釈調製した 抗 LPS 抗体 (【Ⅳ－ 3】) を各ウェルに 100 µL ずつ加えます。

プレートにシールし、プレートシェーカーで撹拌 (800 rpm, 30 秒 ) します。

室温で 2 時間静置反応します。

抗体溶液を完全に除去し、各ウェルに 300 µL の洗浄バッファーを加え、洗浄します。この

操作を 3 回行って下さい。
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【Ⅳ】試薬、サンプルの調製方法    つづき
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【Ⅴ】測定方法　　

【Ⅳ－ 3】抗 LPS 抗体

【Ⅳ－ 4】HRP 標識二次抗体

【Ⅳ－ 5】サンプル

・抗 LPS 抗体（100X）をアッセイバッファーで 100 倍希釈します。

 　　例）プレート 1 枚分： アッセイバッファー 10 mL に抗 LPS 抗体（100X） を 100 µL を加え、転倒混和します。

          * 抗体溶液は、必要量を用時調製してください。

・HRP 標識二次抗体 (200X) をアッセイバッファーで 200 倍希釈します。

 　　例）プレート 1 枚分： アッセイバッファー 10 mL に HRP 標識二次抗体 (200X) を 50 µL を加え、転倒混和します。

          * 抗体溶液は、必要量を用時調製してください。

・サンプルはアッセイバッファーで 2 倍以上に希釈し、総反応液量が 100µL になるよう調製してください。

・ 溶媒に高濃度の塩を含む場合プレートに補足できない可能性があります。塩濃度が 150mM 以下になるようリン酸バッファー   
などで溶媒置換もしくは希釈してご使用ください。

・サンプルによっては測定値が検量線の範囲内に入っていても濃度と吸光度の関係がリニアにならない場合があります。サン
プルは複数濃度の希釈を行い、リニアリティーを確認するようにしてください。

【Ⅳ－ 2】洗浄バッファー
・洗浄バッファー (10X) を精製水で 10 倍希釈します。

　　例）プレート 1 枚分： 洗浄バッファー (10X)40 mL に精製水 360 mL を加え、混合します。
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実施例は WEB で公開中です。

弊社ホームページ (http://www.cosmobio.co.jp) 内の検索、または検索サイトより、
「Gram-negative bacterial EV ELISA」と入力し、検索ください。

【Ⅴ】測定方法    つづき
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標準液測定例 

濃度    particles / mL 5.12 x 108 2.56 x 108 1.28 x 108 6.40 x 107 3.20 x 107 1.60 x 107 8.00 x 106 Blank

450nm 吸光度 1.9703 0.9929 0.6019 0.3570 0.2616 0.1719 0.1504 0.1081

	

希釈調製した HRP 標識二次抗体 (【Ⅳ－ 4】) を各ウェルに 100 µL ずつ加えます。

プレートにシールし、プレートシェーカーで撹拌 (800 rpm, 30 秒 ) します。

室温で 2 時間静置反応します。

二次抗体溶液を完全に除去し、各ウェルに 300 µL の洗浄バッファーを加え、洗浄します。

この操作を 3 回行って下さい。

基質液を各ウェルに 100 µL ずつ加え、室温で 適度に発色するまで 15 分程度静置反応しま

す。

発色の濃度を確認後、各ウェルに 50 µL ずつ停止液を加えます。

プレートリーダーにて各ウェルの吸光度を測定します ( 測定波長 450 nm)。

標準液の濃度と吸光度から検量線を描き、サンプルの濃度を算出します。
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