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Spark™ 10M による AlphaLISA® テクノロジー の測定 
 
Spark 10M によるヒト免疫グロブリン（IgG）の検出 

 
緒言 
 
 AlphaLISA は、従来の ELISA アッセイに取って代わるビー

ズを用いたホモジニアスな洗浄不要のアッセイである。

Alpha（化学増幅型ルミネッセンスプロキシミティホモジニア

スアッセイ）テクノロジーに基づき、AlphaLISA は、サンドイッ

チタイプのアッセイまたは競合免疫タイプのアッセイとして準

備し、対象となる生物学的試料の分子を検出・定量化でき

る（1）。  

 
 
AlphaLISA のドナービーズ内のフォトセンシタイザー分子が

680 nm にて高エネルギー励起されると、周囲の酸素が一重

項酸素に変換され、近接している場合は、アクセプタービー

ズ内の化学物質と反応する。一連のエネルギー転移ステッ

プにより、最終的に 615 nm にて強力なシグナルが生成され、

2 種類のビーズに結合した分子同士が特異的に結合したこ

とを示している。 

 
AlphaLISA のアクセプタービーズに組み込まれた蛍光物質

により、従来の AlphaScreenアッセイに使用されるアクセプ

タービーズより狭帯域信号となる。これにより、AlphaLISA は

< 600 nm の波長ではそれほど信号干渉せず、アッセイの感

度および頑健性が増強される。 

 
 
専用の AlphaLISA 光学部品を使用することにより、血液中

および血清中の標的分子を解析できるようになる。試料内

のヘモグロビンの影響は激減する。さらに、このアッセイは

洗浄不要であるため使いやすい。 

  
 
Tecan の新しいマルチモードリーダー Spark 10M は 、 

Alpha ドナービーズの励起用高出力レーザ光源を使用し、

発光フィルター（２）とリアルタイムの温度補正機能(3)が搭

載されており、Alpha Technology のための高感度検出モジ

ュールを提供する。これにより、AlphaScreen、AlphaLISA、

AlphaPlex アッセイのための妥協のない性能を提供し、発光

信号の超高感度検出を実現する。 

 

このアプリケーションノートでは、Spark 10M における

AlphaLISA テクノロジーの実行およびヒト免疫グロブリン G

（IgG）を検出するためのその使用（AlphaLISA IgG アッセイ

キットを使用）について記述している（4）。 

. 
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材料および方法 
 
 Spark 10M マルチ検出モードプレートリーダー  

(Tecan, Austria) 
 AlphaLISA ヒト IgG アッセイキット 

(PerkinElmer, USA) 
 384 ウェル白色マイクロプレート  

(Greiner Bio-One, Germany)  
 
キットのプロトコルに従ってAlphaLISA IgG標準液を希釈し、白色

384ウェルマイクロプレートの5ウェルにピペット分注した。アッセイ

用バッファーのみ（IgGなし）で構成されるブランクウェルも対象とし

た。AlphaLISAのアクセプタービーズおよび抗IgG抗体は、アッセイ

に関する指示に従って希釈し、試料に添加して60分間インキュベ

ートした。次にドナービーズを適宜希釈・添加し、さらに暗所で30分

間インキュベートした(2)。その結果生じたAlphaLISA信号について

は、表1に要約した測定条件を用いて、Spark10Mにて測定した。 
 

測定パラメータ 
プレート定義ファイル GRE384sw 

励起時間 100 msec 

積分時間 300 msec 

アプリケーション AlphaLISA 

波長 610-635 nm 

温度補正 作動 
アウトプット Counts/sec 

待機時間 0 msec 

表 1: AlphaLISA 測定条件 

 

結果 
 
図１は Spark 10M にて AlphaLISA 法で測定した典型的な

IgG の標準曲線を示す。充填量 20 μL/ウェルを使用した。 

 

 
図 1: AlphaLISA 信号曲線 – 対数-対数目盛法.  
 
低濃度の場合、線形‐線形目盛法を用いて曲線を作成し、

優れた測定直線性に対しよい印象が得られた。R2 値は

0,9998 とした（図 2）。  
 

 
図 2: AlphaLISA 信号曲線―線形‐線形目盛法. 

 
IgG AlphaLISA を行ったところ、IgG の検出限界は 

52pg/mL、Z’値は 0.92 と優れていた。さらに、複製ウェル間

差はきわめて小さかった。測定したすべての IgG 希釈液に

おける CV は 10%未満であり、測定値の均一性はきわめて

良好であった。 
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結論 
 
このアプリケーションノートに要約した結果は、ヒト IgG アッ

セイ等、AlphaLISA を用いたアッセイについて Spark 10M の

性能は優れていることを示している。Spark 10M を用いて得

られた感度（52 pg/mL）は、キットの製造会社が引用した検

出限界（240 pg/mL）を超えている。本装置専用の光学部品

と Tecan の革新的な温度補正機能（３）により、高品質な測

定結果が得られ、Spark 10M は頑健かつ感受性の高い再

現可能な AlphaLISA 測定に完全に適合する。 

 

略語 
 

Alpha  化学増幅型ルミネッセンスプロキシミティホモジニアス 

アッセイ 
CV   変動係数 
IgG  免疫グロブリン G 
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※このテクニカルノートは Tecan （本社 スイス）が発行（原文
英語）し、テカンジャパンが日本語翻訳したものです。 

翻訳文の表現等に疑義が生じた場合は、原文をご参照ください。 
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Spark 10M は研究用途向けです。診断用途ではご使用いただけません。 
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