
      研 究 用                                                                    製品コ－ド番号ＬＬ-６０００３ 

                        牛トランスフェリンＥＩＡ定量測定キット     

                                     ９６テスト用          

         

                                        ＜使 用 説 明 書＞ 

 トランスフェリンはヒト及び動物の血清中に、多量に含まれている代表的な血清蛋白質である。 

この成分は主に肝臓で合成され、ヘモグロビン、ミオグロビン、ビオチン、ヘモジデリン、細胞、 

骨髄等に鉄イオンを運搬供給する、生体にとつて重要な役割を担なつた物質である。又、トラン 

スフェリンは過剰鉄イオンによる鉄中毒の防止や腸管からの鉄吸収促進としても重要である。 

一方この物質に異常を来すと種々の疾病、疾患を招く。事実鉄欠乏性貧血症、消化管の潰瘍・腫 

瘍、膀胱癌、血友病、血小板減少症、急性肝硬炎等ではトランスフェリンが増加し、ネフロ－ゼ 

症候群、慢性活動性肝疾患、低蛋白症、急性及び慢性感染症、肝硬変等で減少する事が知られて 

いる。本測定キットは酵素抗体法による免疫学的測定法で、牛の血清、分泌液等のトランスフ 

ェリンを微量、簡便そして短時間に定量出来るように開発された製品です。 

 

［Ⅰ］．＜キットの内容＞ 

１．  牛トランスフェリン抗体固定化９６穴マイクロプレ－ト―――――――――――１枚 

２．  基質溶液――――――――――――――――――――――――――――１ｍｌ  １本        

３．  酵素標識抗体溶液――――――――――――――――――――――――５ｍｌ  １本 

４．  Ｔ－ＰＢＳ溶液（１０倍濃縮液）――――――――――――――――６０ｍｌ  １本 

５．  発色剤溶解液――――――――――――――――――――――――――１ｍｌ  １本 

６．  発色剤―――――――――――――――――――――（９６検体相当量粉末）  ２本 

７．  反応停止液――――――――――――――――――――――――――２０ｍｌ  １本 

８．  牛トランスフェリン標準品―――――――――（０．１ｍｇ／ｍｌ）、１ｍｌ  １本 

９．  プレ－トシ－ル―――――――――――――――――――――――――――――１枚 

  １０． 使用説明書―――――――――――――――――――――――――――――――１部 

 

［Ⅱ］．＜使用目的＞ 

    正常な牛及び感染症、腫瘍等の各種疾病、疾患の牛の血清、体液、分泌液、尿等のトランス 

    フエリン含有量の定量測定。  

［Ⅲ］．＜使用器具器材＞ 

１． ピペット（５０μｌ，１００μｌ，１５０μ、３００μｌ、５００μ、１ｍｌ，５ｍｌ） 

２． アスピレ－タ－  
３． メスシリンダ－（１，０００ｍｌ） 
４． マイクロチュ－ブ（２ｍｌ）又は２ｍｌ試験管 
５． マイクロプレ－トリ－ダ－［光学フイルタ－：４５０ｎｍ］ 
６． インキュ－ベ－タ－ 
７． ボルテックスミキサ－ 
８． 純水 

  ［Ⅳ］．＜測定原理＞ 

       抗牛トランスフェリン抗体を、９６穴マイクロプレ－トの各ウエルに固定化したものに、牛血清等の検体溶液又は 

       標準の牛トランスフェリン溶液の抗原を特異的に結合させ、未結合成分を洗浄除去する。これに酵素標識抗体を加 

       えることにより、固相体－抗原－酵素標識抗体の複合体が形成される。更に未結合の酵素標識抗体を洗浄除去後、 

       発色剤を加える。このものに基質を添加することにより発色させ、その吸光度を４５０ｎｍで測定する。測定され 

       た吸光度は牛トランスフェリンの濃度に依存するので、標準の牛トランスフェリンを用いて作成された、検量線か 

       ら、検体に含まれているトランスフェリンの量を定量測定する。                        ★ 

                                                           ★                        

                                      ◆                                                 ◆        

                    ＋ ◆  →                   →   ＋                 →                                 

        固相化抗体    抗原     固相化抗体－抗原  洗浄    酵素標識抗体    固相抗体－抗原－酵素標識抗体の複合体                  

                                             ○                 ▲ 

                       基質                        ★                              マイクロプレ－トリ－ダ－  

      洗浄                     ○                 ◆      酵素反応停止            波長４５０ｎｍで測定      

                                発色剤                                                                                                    

 

                  
                        

                                                  

   ［Ⅴ］．＜使用試薬類の調整法＞ 

１． 希釈Ｔ－ＰＢＳ溶液：添付Ｔ－ＴＢＳ溶液を精製水で１０倍希釈。［希釈液の保存期間：４℃で１ヶ月］ 

２． 発色液の調製方法：発色剤入のボトルに発色剤溶解液０．３ｍｌ加え溶解し、保存液とする［保存期間：４℃ 

で１ヶ月］。使用時この保存液の必要量を遮光容器に移し、純水で５０倍に希釈し当日以内にご使用下さい。 

３． 発色液－基質液の混合液： 添付各試薬を「発色液：基質＝５０：１」の割合で混合。［調整後１時間以内に 
ご使用下さい］ 

  ［Ⅵ］．＜牛トランスフェリ定量方法＞ 

１． 検体５０μｌを牛トランスフェリン抗体を固定化した９６穴マイクロプレ－トのウエルに加える。 

２． プレ－トに蓋し３０℃で１時間静置反応。 
３． プレ－トの蓋をとりウエル中の溶液をピペット等を用いて除去後、各ウエルに希釈したＴ－ＰＢＳの３００ 

 μｌを加え６０秒間静置洗浄除去。（同一操作を３回繰りかいし洗浄する）。 
４．  酵素標識牛トランスフェリン抗体を各ウェルに５０μｌずつ加える。蓋をし静かに攪拌後、３０℃で１時 間静置反応。                      

５．  ウェルの溶液を除去後、Ｔ－ＰＢＳ３００μｌを各ウェルに加え６０秒間静置洗浄除去。（同一操作３回行う）。 

６．  基質－発色液の混合液を各ウェルに１００μｌ 加え（３～７秒間隔で）攪拌し、遮光し３０℃で３０分間静置反応。 

７．  反応停止液を各ウェルに１５０μｌずつ加え（３～７秒間隔で）攪拌し酵素反応を停止。（各ウエル同じ３０分後に） 

８．  反応停止後３０分以内に、マイクロプレ－トリ－ダ－にて、４５０ｎｍの波長で吸光度を測定。 

９．  検量線より牛トランスフェリンを定量。 

［Ⅶ］．  ＜測定上の注意点＞ 

１．  検量線は出来るだけ測定ごとに作成して下さい。尚測定は二本以上で行つて下さい。 

２．  検体の濃度範囲を超える場合には希釈Ｔ－ＰＢＳ溶液で希釈し測定して下さい。 

３．  多数の検体を測定する場合には、反応時間を同一になるように調整して下さい。 

４．  検体にはアジ化ナトリウムを添加しないで下さい、酵素反応を阻害します。 

５．  未使用ウェルがある場合には、添付してあるシ－トでコンタミしないようにウエルに蓋をして下さい。 

 


