
研 究 用                                                                        製品コ－ド番号ＬＬ－７００１３ 

豚トランスフェリンＳＲＩＤ定量測定キット 

                          （単円免疫拡散法）          

         

                                          ＜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、単円免役拡散法（ＳＲＩＤ）による測定方法で、特別の施設や分析機器 

等が必要無く、手軽に誰でも何処でも簡便に分析出来る利点を有す。本測定キットは豚の血清・ 

分泌液・体液等の検体中のトランスフェリンを、再現性良く短時間に定量測定出来る。     

 

［Ⅰ］．＜キットの内容＞ 

１．  豚トランスフェリン抗体ゲルプレ－ト（１７穴）・・・・・・・・・・・・・・３枚 

２．  希釈溶液・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・２０ｍｌ  １本 

３．  純水・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・３ｍｌ  １本 

４．  豚トランスフェリン標準溶液[0.125・0.25・0.5・1.0・2.0、mg/ml]・・・・・各２０μｌ各１本 

５．  グラフ用紙・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・２枚 

６．  使用説明書・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・１部 

 

［Ⅱ］．＜測定原理＞ 

豚トランスフェリン抗体を混合したアガロスゲルプレ－トを作製。この抗体含有ゲルプレ－トに一定の大き 

さのウエ－ルを作製。このホ－ルに豚血清や体液等の検体を添加し密閉後、３７℃の恒温器に入れ２４時間イン 

キベ－シンを行う。この操作により検体に含まれているトランスフェリン抗原のゲル内拡散が起こり、ゲル内に 

含有している抗体と抗原抗体反応が起こる。この抗体と抗原の結合反応により不溶性の化合物が生成し、検体を 

入れたウエ－ルを中心に白いリングが形成される。この円の大きさの直径の二乗が抗原蛋白の濃度に比例するの 

で、各濃度の標準トランスフェリンの円の大きさをグラフ用紙にプッロトした検量線から、未知の検体に 

含まれているトランスフェリン含有量の定量測定が可能である。 

 

［Ⅲ］．＜使用目的＞ 

正常な豚及び、感染症・腫瘍等の各種疾病疾患豚の血清・体液・分泌液等に含有する、トラン 

スフェリン定量による、鉄バランス・健康状態、更には、疾病との関連性についての研究等。  
 

［Ⅳ］．＜使用器具器材＞ 

１． 恒温器（インキベ－タ－、３７℃使用可能な） 
２． パスツ－ルピペット 

３． マイクロチュ－ブ（１～２ｍｌ）又は１～２ｍｌ試験管 
４． マイクロピペット（１～５μｌ） 
５． スケ－ルル－ペ又はスケ－ル(物差) 

  

   ［Ⅴ］．＜参考資料＞        

ＳＲＩＤ法によるトランスフェリン免疫沈降輪ゲルパタ－ン     ＳＲＩＤ法による豚トランスフェリンの検量線 

                                    

 ［Ⅵ］．＜豚トランスフェリンＳＲＩＤ定量測定方法＞ 
１． ゲルプレ－トのテ－プを取り除き、プレ－トの蓋をとる。 

２． ゲルプレ－トのウェ－ルにマイクロピペットで検体３μｌ添加する。尚検量線作成用として、標準トランスフェリンの倍々 希釈 

溶液の５濃度液を、ゲルプレ－トの真中列５ホ－ルの各々 に、各濃度の標準希釈トランスフェリン溶液の３μｌずつ入れる。 

３． 次にゲルプレ－トの周りの溝に、純水をパスツルピペットを用い満たす。 

４． ゲルプレ－トに蓋をし、更にゲルの乾燥を防止するためテ－プでプレ－トの周りを密閉する。 

５． このプレ－トを恒温器に水平に入れ、３７℃で２４時間静置状態で免疫拡散反応を行う。 

６． 反応終了後スケ－ルル－ペで（又は物差）円の直径を測定し、その二乗値を検量線より読み取り検体中のプトランスフェリンを定量する。 

７． もし、恒温器無き場合には室温で反応させる。この場合には、抗原抗体反応が若干低下しますが測定可能です。 

 

［Ⅶ］．  ＜蛋白量算出方法及び測定範囲＞ 
１．トランスフェリン量の算出法： 

反応終了後ゲルプレ－トに生成した、免疫沈降円の直径を測定。この直径の二乗値を検量線より読み取り値を測定。 

    ２．トランスフェリン量の測定範囲：０．１２５～２ｍｇ／ｍｌ（最大沈降輪の直径１２ｍｍ以内） 

    ３．正常成牛血清の希釈：血清検体を４倍前後に希釈し測定下さい（但し、直径１２ｍｍ以上希釈）。 

 

［Ⅷ］．  ＜使用上の注意点＞ 
１．  検量線は出来るだけ測定ごとに作成して下さい。 

２．  検体の濃度範囲を超える場合には、添付希釈溶液で希釈し測定して下さい。 

３．  反応中ゲルプレ－トを密閉し、乾燥しないようにして下さい。 

４．  反応中は、ゲルプレ－トを水平に保ち静置状態で反応して下さい。 

５．  ゲルプレ－トは絶対に凍結しないで下さい、使用不能になります。 

６．  保管中ゲルプレ－トを乾燥させないように、１～６℃で冷蔵保管下さい。 

   

［Ⅸ］．  ＜保存方法＞ 
     保存条件：１～６℃で冷蔵保管（早めのご使用をお勧め致します） 

     有効期限：製品に記載 

  
 

 製 造 元 ： 有 限 会  社  ラ  イ  フ  研  究  所 

                    〒 990-0832 山形県山形市城西町三丁目８番３号 

                     ＴＥＬ/FAX： 023-645-1392  TEL/ＦＡＸ： 050-3088-1594 
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［Ⅵ］．＜測定操作手順＞                       （Ｅ）                    

（Ａ）                                                

                                                                    アスピレ－タ－で吸引 

    標準液５０μｌ     検体液５０μｌ                                    ↑                                            

              ↓             ↓      

 

      

                                                          ［アスピレ－タ－、ピペット等で溶液を除去］ 

    ［標準液及び検体を各ウェルに５０μｌ加え、            

  ３０℃で１時間静置反応］                        （Ｆ） 

                                                        

（Ｂ）                                                          希釈Ｔ－ＰＢＳ溶液各３００μｌ  

                                                                            ↓ ↑ 
            アスピレ－タ－で吸引                                                              
                     ↑ 

 

                                                          ［希釈Ｔ－ＰＢＳ溶液各３００μｌ加え、ウ 

                                                           エルを洗浄する。同溶液で３回同一洗浄操 

   ［アスピレ－タ－、ピペット等で 溶液を除去］        作を繰返し、未反応酵素標識抗体を除去］ 

                                                                                        

  （Ｃ）                                               （Ｇ） 

                                                    

           希釈Ｔ－ＰＢＳ溶液３００μｌ                        基質－発色液の混合液１００μｌ                        

                        ↓  ↑                                                 ↓   

         

        

         

                                                          ［基質－発色混合液各１００μｌを一定間隔 

      ［希釈Ｔ－ＰＢＳ溶液各３００μｌ加え、ウ           で加え、３０℃で３０分酵素反応を行う］ 

      ェルを洗浄する。同液で３回同一洗浄操作 

        を繰返し未反応抗原を除去する］                （Ｈ） 

                                                                     酵素反応停止液１５０μｌ    

   （Ｄ）                                                                    ↓                  

                 

                酵素標識抗体溶液５０μｌ        

                       ↓   

                                                          ［酵素反応停止液を各１５０μｌ加え、酵素 

                                                            反応を停止する］ 

            

                                                         （Ｉ） 

      ［希釈Ｔ－ＰＢＳ溶液除去した各ウェルに、  

        酵素標識抗体溶液各５０μｌずつ加え静か                     マイクロプレ－トリ－ダ－  

        に攪拌後、３０℃で１時間反応］ 

                                              ［マイクロプレ－トリ－ダ－を用いて、波長 

                                                            ４５０ｎｍで吸光度を測定。検量線より検 

                                                            体中の牛アルブミンの含有量を求める］ 

 

 

［Ⅶ］．＜検量線の作成方法＞（例） 

  添付豚トランスフェリン標準品（１００μｇ／ｍｌ）を、下記の要領でT-PBS溶液で段階希釈し各濃度 

    を測定後、片対数グラフ用紙に各濃度のＯＤ（４５０ｎｍ吸光度）値をプロツトし検量線を作成する。    

 

内容 

    豚トランスフェリン濃度（ｎｇ／ｍｌ） 

１μｇ          １０            ５          ２．５        １．２５      ０．６３      

標準蛋白溶液（ｍｌ）    ０．１        ０．１      ０．５       ０．５         ０．５         ０．５        

９．９       ９．９        ０．５        ０．５        ０．５        ０．５        Ｔ－ＰＢＳ（ｍｌ） 

残量（ｍｌ） ９．９       ９．５        ０．５         ０．５         ０．５         １．０        

 

検量線測定例
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［Ⅷ］．＜性能＞ 

１．測定範囲：０．６～１０ ｎｇ／ｍｌ。 

         ［成豚血清の最適希釈倍率：１×１０５希釈Ｔ－ＰＢＳを用いて１０倍段階希釈］ 

２．検出限界値：１ ｐ g/ml  

３．回収率（ｎ＝５）： 

豚トランスフェリン (ng/ml)         １．２５ 

回収率平均値 (%)     １００．７ 

標準偏差         ０．７９ 

変動係数 (%)         ０．７８ 

４．特異性：他の豚血清成分との交差反応は認められず、豚トランスフェリンと特異的に反応。 

５． 同時再現性（ｎ＝６）： 

豚トランスフェリン(ng/ml)         １．２５ 

吸光度平均値 ０．１８０ 

標準偏差  ０．００２ 

変動係数 (%)  １．１１ 

     ６．日差再現性 (n=6)： 

豚トランスフェリン (ng/ml)         １．２５ 

吸光度平均値         ０．１８４ 

標準偏差         ０．００５ 

変動係数 (%)         ２．７２ 

製造元：有 限 会 社 ラ イ フ 研 究 所 

                   〒990－0832山形県山形市城西町三丁目８番３号 

              TEL： 023-645-1392 FAX： 023-645-1392                         

        TEL：050-3088-1594 FAX：050-3088-1594  

         U R L : h t t p : / / w w w . l i f e - k e n k y u s h o . c o . j p                 


