
アプリケーションノート

SpectraMax ABS Plus マイクロプレートリーダーを 
用いた微量サンプルのハイスループットなDNAと 
タンパク質の検出

利点

• 190 ～ 1000 nm の波長範囲で定量実験の幅が広がり 
ます

• SpectraDrop 微量サンプル測定プレートを用いることで、
感度を維持しながらサンプル容量を最小限に抑えられます

• SoftMax Pro ソフトウェアにプリセットされたプロトコルを
用いることで、実験を単純化し、迅速に進められます

はじめに
核酸とタンパク質の定量は、遺伝学と分子生物学において、多く
の高度なアッセイの初期段階で行われる重要な測定です。これら
の定量のために様々な手法が開発されてきましたが、最も一般
的に利用されている方法は、紫外光（UV）分光測定法です。す
べての分子が特定の波長範囲の光を吸収または透過することが
分光測定法の原理であり、サンプルのモル吸光係数と光路長が
明らかであれば、分子の濃度はランベルト・ベールの法則（式 1）
を用いて算出できます。

A = ε cL

式 1：ランベルト・ベールの法則は、吸光度（A）は測定する分
子のモル吸光係数（ε）、濃度（c）、測定に用いた光路長（L）
の積に等しい、ということを表しています。この式を変形すると、
吸光度から濃度を求めることができます。

核酸の定量法はすでに確立されており、その基本原理は当初か
らほとんど変わっていません。核酸の濃度を求めるにはサンプル
の 260 nmの吸光度を測定し、230 nmと280 nmの波長で補
助的な測定を行ってサンプルの純度を確認します。

タンパク質もUV分光測定法で定量できますが、より正確な比色
定量法を利用することもできます。UV分光測定法は 280 nm
の光を吸収するトリプトファンの芳香族アミノ酸としての性質を利
用していますが、アミノ酸配列中のトリプトファン残基の数が多様
であることから、算出されたタンパク質濃度に誤差がある場合が
あります。その代わりに、ビシンコニン酸（BCA）タンパク質アッ
セイではアミノ酸配列の構成や長さとは無関係にタンパク質濃度
を測定できます。このアッセイは、アルカリ性環境下でペプチド
が銅イオンに配位するビウレット反応を利用しており、キレート
錯体の形成によって呈色される紫色の濃さを測定します。

SpectraMax® ABS Plusは、このようなタイプの定量アッセイ
に理想的な、コンパクトな紫外・可視光吸光マイクロプレートリー
ダーです。このアプリケーションノートでは、SpectraMax ABS 
Plusと SpectraDrop™ 微量サンプル測定プレートおよび
SoftMax® Proソフトウェアとを組み合わせ、二本鎖 DNAとウシ
血清アルブミン（BSA）タンパク質を定量する方法をご紹介し 
ます。

Hoang Ha | Applications Scientist | Molecular Devices

moleculardevices.com   |   © 2021 Molecular Devices, LLC. All rights reserved.



図 1　SpectraDrop微量サンプル測定プレートを用いた二本鎖 DNAの定量。SpectraMax ABS 
PlusマイクロプレートリーダーとSpectraDrop微量サンプル測定プレートを用いて二本鎖 DNA
サンプルを測定しました。光路長 1.0 mm（青）のカバースリップでは 2 ng/µLまで、0.5 mm（赤）
のカバースリップでは 4 ng/µLまでの DNAを定量性良く検出できました。

図 2　SoftMax Proソフトウェアにプリセットされたデータテーブル。ソフトウェアにプリセットされ
たプロトコルは、未知のサンプルの吸光度比と濃度の自動計算が組み込まれており、DNAの定量
実験を単純化しています。

材料
• SpectraMax ABS Plusマイクロプレートリーダー 
（Molecular Devices #ABS Plus）

• SpectraDrop微量サンプル測定プレート 
（Molecular Devices #0200-6262）

• 96ウェル透明平底ポリスチレンマイクロプレート 
（Greiner Bio-One #655101）

• UltraPure™ 仔ウシ胸腺 DNA溶液 
（ThermoFisher Scientific #15633019）

• Pierce BCAタンパク質アッセイキット 
（ThermoFisher Scientific #23225）

• Pierce™ ウシ血清アルブミン標準アンプル、2 mg/mL 
（ThermoFisher Scientific #23209） 

• UV-Star® 96ウェルマイクロプレート 
（Greiner Bio-One #655801） 

方法
DNAの定量
UltraPure仔ウシ胸腺 DNAを 1× PBSを用いて希釈し、1000 
ng/µLから 2倍の希釈系列を作製しました。2 µLまたは 4 µL
のサンプルを SpectraDrop微量サンプル測定プレート（64ウェ
ルタイプ）にピペットで分注し、それぞれ光路長 0.5 mmまたは
1.0 mmのカバースリップで覆いました。SoftMax Proソフトウェ
アで、プリセットされたプロトコル「SpectraDrop DNA 
Quantitation」を開き、所定の条件でプレートを読み取りました。
また、測定データに log-log（両対数）カーブフィットを適用し、
検量線を作成しました。さらに、すべての濃度について 220 nm
から350 nmまでの範囲を4 nm刻みでスペクトルを測定し、サン
プルの純度を評価しました。
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タンパク質の定量
BCAアッセイキットのプロトコルに従い、BSAを希釈して、検
量線を作成しました。タンパク質標準溶液 25 µLとBCA試薬
200 µLを 96ウェルプレートに分注し、37℃で 30分間インキュ
ベートしました。SoftMax Proソフトウェアにてプリセットされた
プロトコル「BCA」を開き、所定の設定で 562 nmの吸光度を
測定しました。データにQuadratic（二次式）カーブフィットを
適用し、SoftMax Proソフトウェアを用いて検量線を作成しま 
した。

結果
SpectraMax ABS Plusマイクロプレートリーダーは、微量測定
プレートでも標準のマイクロプレートでも二本鎖 DNAの濃度を
定量できました。SpectraDropとプリセットされたプロトコルを
使用すれば、SpectraMax ABS Plusによってわずか 4 µLのサン
プルを用いて 2 ng/µLの DNAを検出でき、A260/A280比および
A260/A230比などの重要なパラメータを自動的に算出できました
（図 1、図 2）。さらにスペクトルスキャンによって、サンプルに不
純物がないことを示すことができました（図 3）。

また、SpectraMax ABS Plusは、マイクロプレートでもDNA
を定量できます。UV透過マイクロプレートを使用すると、わず
か 0.5 ng/µLの dsDNAを測定できました（図 4）。

最後に、SpectraMax ABS Plusは、BCAアッセイを利用した
タンパク質サンプルの定量にも使用できます。所定のプロトコル
に従い、BSAの標準サンプルを測定したところ、アッセイキット
の文献に記載されている検量線と同様の検量線を作成できました
（図 5）。

図 3　スペクトルスキャンによるサンプル純度の評価。サンプルの純度を評価するため、スペクトルス
キャンを行いました。4種類の濃度の DNAサンプルを測定したところ、260 nmのピークのみが識別
され、高純度な二本鎖 DNAであることが示されました。

図 4　96ウェルマイクロプレートおよびキュベットを用いた二本鎖 DNAの定量。二本鎖 DNAの希釈
系列は、キュベットでもマイクロプレートでも0.50 ng/µLから250 ng/µLの範囲で検出可能でした。
また、いずれの希釈系列でも高い直線性が得られました。
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結論
SpectraMax ABS Plusマイクロプレートリーダーは、キュベッ
トやマイクロプレートなどの様々なフォーマットで核酸やタンパク
質を定量できる、コンパクトで柔軟性のあるマイクロプレートリー
ダーです。SpectraDrop微量サンプル測定プレートと組み合わ
せて使うことで、1回の測定で、最大 64種類のサンプルをわず
か 2 µLの容量で定量できます。また、SoftMax Proソフトウェ
アのプリセットされたプロトコルにより実験を最適化でき、迅速
に結果が得られます。

図 5　BCAアッセイ検量線。SpectraMax ABS Plusは BCAアッセイによりBSAの標準サンプ
ルを検出できました。SoftMax Proソフトウェアを用いてデータにQuadratic（二次式）カーブフィッ
トを適用し、ロバスト性の高い検量線（r2 = 1.000）が得られました。 
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本カタログに記載の商標はMolecular Devices, LLC および個々の所有者に帰属します。記載された仕様は予告
なく変更する場合があります。本製品は研究用です。臨床診断や治療を目的とした用途には使用できません。
製品に関する特許：www.moleculardevices.com/productpatents
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