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HMGB1 ELISA Kit II 
この添付文書をよく読んでから使用して下さい 

 
5. プレートミキサー 1. はじめに 
6. 37℃インキュベーター（細胞培養用 CO2インキュベ

High Mobility Group Box 1 (HMGB1) は、元来、非ヒストン核蛋白の主要
成分であり、転写調節因子として知られている約 30kDa のタンパク質です１）。
受容体の一つに終末糖化産物受容体(Receptor for Advanced Glycation 
End products：RAGE) があります２）。 

7. 25℃インキュベーター（25℃付近の室温でも可） 
8. マイクロプレート洗浄装置 
9. マイクロプレートリーダー（フィルター：450 nm） 
 

近年、この HMGB1 は敗血症性ショック時の晩期に発現する炎症性メディエ
ーターとして注目されています３）。個々の疾患では、関節リュウマチ、急性肺障

害、癌、播種性血管内凝固症候群(DIC) 
など、また外科的侵襲でも血中

HMGB1濃度が上昇することが報告されています４‐８）。 

5-2. 試薬の調製 
抗体結合プレート そのまま使用します。未使用のウェ

共にアルミパックに戻して密閉し、2～8℃で保存して下さ
検体希釈液 そのまま使用します。 

 本製品は、類似蛋白質であるHMGB2を測り込むことなく、HMGB1のみを測
定します９）。 標準液 標準品のラベル表示に従って検体希釈液を添

10分以上静置して完全に溶解して下さい。320 ng/mLの
検体希釈液を用いて希釈系列を作製します（例：表１）。

製容器を使用して下さい。保存の際は、原液の標準液を

小分け分注して、－30℃以下で保存して下さい。１ヶ月
解の繰り返しは避けて下さい。標準液の希釈は測定毎に

 

2. 使用目的 
ヒト、ウシ、ブタ、ウサギ、ラット、マウスの血清・血漿や細胞培養上清、脳脊

髄液、気管支肺胞洗浄液（BALF）中の HMGB1濃度の測定。 

本製品は研究用試薬です。診断目的には使用できません。 
 

3. キットの構成 

規                      格 96回用 X 1    
統  一  商  品  コ  ー  ド 326054329 

①抗体結合プレート 8ウェル X 12本
 抗 HMGB1 ﾎﾟﾘｸﾛｰﾅﾙ抗体   

②標識抗体（凍結乾燥品） 12 mL用 X 1本 
 ﾍﾟﾙｵｷｼﾀﾞｰｾﾞ標識抗 HMGB1,2 ﾓﾉｸﾛｰﾅﾙ抗体    

③標準品（凍結乾燥品）  X 1本 
 ﾌﾞﾀ HMGB1   

④陽性コントロール（凍結乾燥品）   X 1本 
 ﾌﾞﾀ HMGB1    

⑤検体希釈液 20 mL X 1本 
 緩衝液    

⑥標識抗体溶解液 12 mL X 1本 
 緩衝液    

⑦発色液 A 6 mL X 1本 
 3, 3’, 5, 5’- ﾃﾄﾗﾒﾁﾙﾍﾞﾝｼﾞｼﾞﾝ    

⑧発色液 B 6 mL X 1本 
 0.005 mol/L過酸化水素含有緩衝液    

⑨反応停止液 12 mL X 1本 
 0.35 mol/L 硫酸    

⑩5倍濃縮洗浄液 100 mL X 2本 
 0.05% Tween 20 含有ﾘﾝ酸緩衝生理食塩水（5倍濃度）    

⑪プレートシール  X 2枚 

陽性コントロール液 陽性コントロールのラベル表示に

加し、穏やかに攪拌後、10 分以上静置して完全に溶解
のまま使用します。濃度範囲はラベルに表示されていま

スチック製容器に小分け分注して、－30℃以下で保存
定ですが、凍結融解の繰り返しは避けて下さい。 
標識抗体液 標識抗体に標識抗体溶解液全量を添加し

分以上静置して完全に溶解して下さい。保存の際は、小

イル等で遮光し、－30℃以下で保存して下さい。１ヶ月
解の繰り返しは避けて下さい。 
発色試薬 使用直前に、室温に戻した発色液 A と発色
いな容器に等量混合して使用します。 
反応停止液 そのまま使用します。 
洗浄液 5倍濃縮洗浄液を、蒸留水で 5倍希釈して使用
 
表 1 標準液の希釈例 

希釈方法 

S1：検体希釈液 300 µLに 320 ng/mLの標準液を 1
添加して混合 

S2：検体希釈液 100 µLに S1を 100 µL添加して混
S3：検体希釈液 100 µLに S2を 100 µL添加して混
S4：検体希釈液 100 µLに S3を 100 µL添加して混
S5：検体希釈液 100 µLに S4を 100 µL添加して混
S6：検体希釈液 100 µLに S5を 100 µL添加して混

 

5-3. 検体の調製 
血清・血漿は 15 分、1,000 x g 以上で十分に遠心後
分離して下さい。遠心が不十分であったり、血餅や血球

保存すると、細胞崩壊などによりHMGB1濃度が上昇す
ご注意下さい。保存の際は、プラスチック製容器に小分

存し、凍結融解の繰り返しは避けて下さい。 
 

4. 測定原理 
他に細胞培養上清、脳脊髄液、肺胞洗浄液で測定が

清（FBS）を含む細胞培養上清の場合は、FBS に含まれ
検出しますので、陰性コントロールを同時に測定すること

本製品は、サンドウィッチ酵素免疫測定法

（ELISA；enzyme-linked immunosorbent assay）
による HMGB1定量測定試薬です。抗 HMGB1ポ
リクローナル抗体を結合させた固相ウェルに検体

を加え、検体中の HMGB1 を抗体と特異的に結合
させます。次に標識した抗 HMGB1,2 モノクローナ
ル抗体を加え、抗原抗体複合体を形成させます。

この複合体に発色剤を加えて発色させます。発色停止後、450 nmの吸光度を
測定します。 

HMGB1

抗HMGB1抗体

標識抗体

検量線の上限以上の高濃度検体であることが既知の

製の容器を用いて、検体希釈液であらかじめ検量線の

を行って下さい。 
 

ウェル 5-4. 測定前の注意事項 
1. 各試薬は使用する 30 分以上前に冷蔵庫から取り
ら使用して下さい。 

 
2. ウェル内に結晶が認められることがありますが、そ
には影響ありません。 

5. 操作法 
5-1. 必要な器具・装置 3. 検量線は測定毎に作成して下さい。 
1. マイクロピペット（10、100、1000 µL等） 4. 希釈標準液作製や検体希釈には、プラスチック製

い。 2. マイクロテストチューブなどのプラスチック製容器（標準液や検体希釈用） 
3. メスシリンダー 5. 高感度測定を希望される場合は、6. 「性能」の章を
4. マイクロチューブミキサー（ボルテックスミキサー等） 
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5-5. 測定操作法 
1. 測定を行うすべてのウェルに検体希釈液を 100 µLずつ分注します。 
2. ブランクテスト用として、検体希釈液 10 µLをウェルに分注します。 
3. 検体と希釈標準液を 10 µLずつウェルに分注します。陽性コントロールを
測定する場合には、同様に 10 µLをウェルに分注します。 

4. プレートミキサー等を用いてプレートを攪拌後、ウェルをプレートシールで
しっかりと覆い、37℃で 20～24 時間インキュベーションします。プレート
の攪拌時は、ウェルから液が飛び出ないように注意して下さい。 

5. 洗浄液で 5回洗浄します（400 µL / ウェル）。洗浄後、プレート上面を下に

し、ペーパータオル上で 4, 5回プレートを軽くたたき、ウェルに残っている
水滴を落とします。 

6. 標識抗体液を 100 µLずつ各ウェルに分注します。 
7. ウェルをプレートシールでしっかりと覆い、25℃で 2 時間インキュベーショ
ンします。 

8. 洗浄液で 5回洗浄します（400 µL / ウェル）。洗浄後、プレート上面を下に

し、ペーパータオル上で 4, 5回プレートを軽くたたき、ウェルに残っている
水滴を落とします。 

9. ウェル裏の測光部分の汚れを、ウェルに傷を付けないようにして丁寧に
拭き取って下さい。 

10. 一定の時間間隔で発色試薬を 100 µLずつ各ウェルに分注します。室温
で 30分間インキュベーションします。反応中にゴミや塵がウェルに入らな
いように、プレートカバーやラップなどで覆いをして下さい。 

11. 前項で発色試薬を加えた時と同じ順序と時間間隔で、反応停止液を 100 
µLずつ各ウェルに分注します。 

12. マイクロプレートリーダーで450 nmの
吸光度を測定します。測定は発色反

応停止後 60分以内に行って下さい。 
各ウェ13. ルの吸光度からブランクテスト

 

-6. 測定のフローチャート 
製（表 1参照） 

検体希釈液の分注（100 µL / ウェル） 

希釈標準液、検体等の分注（10 µL / ウェル） 

洗浄（

標識抗体液の分注（100 µL / ウェル） 

洗浄（

発色試薬の分注（100 µL / ウェル） 

反応停 ル） 

吸光度の測定（450 nm） 

6. 性能 
量線 囲

ウェルの吸光度を差し引き、希釈標準

液の吸光度から検量線を作成して

（図 1 参照）、検体の HMGB1 濃度を
算出します。検体を希釈して測定して

いる場合には、算出した濃度に希釈

倍率を掛けて下さい。 

5
標準液の希釈系列作

↓ 

↓ 

↓攪拌後、37℃で 20～24時間インキュベート 
5回） 
↓ 

↓25℃で 2時間インキュベート 
5回） 
↓ 

↓室温で 30分インキュベート 
止液の分注（100 µL / ウェ

↓ 

 

検 範  2.5～80 ng / mL 
検出限界 1 ng / mL 
特異性 HMGB2 との交差反応性 < 2 % 
同時・日差再現性 CV < 10 % （n = 8） 
添加回収率 80～120 % 

 
ェルに 50 µL の検体希釈液を加え、そこにブランクテスト用検体希釈液、希ウ

釈標準液、検体を 50 µL 添加して、5-5. 「測定操作法」 4 から同様の測定を
行うと、検出限界は 0.2 ng/mL になります。その際には、標準液を 10 ng/mL
以下に希釈調製して下さい。同時再現性・添加回収率は同等の性能です。 

 

7. 貯蔵方法・有効期間 
2～8℃保存（禁・凍結） 1年間（使用期限は外箱に記載） 

 

8. 使用上又は取扱い上の注意 
1. 本製品は研究用試薬です。診断目的には使用できません。 
2. ご使用前に最新のMSDSをご確認下さい。 
3. 組み合わせ以外のロットの試薬を混合して使用しないで下さい。また、使
用期限を過ぎたキットは使用しないで下さい。 

4. 各試薬は使用する 30 分以上前に冷蔵庫から取り出し、室温に戻してか
ら使用して下さい。 

5. 試薬の調製方法は厳守して下さい。 
6. 血清・血漿は 15分、1,000 x g以上で十分に遠心後、速やかに採血管か
ら分離して下さい。遠心が不十分であったり、血球と触れた状態で長期間

保存すると、細胞崩壊などにより HMGB1 濃度が上昇する場合がありま
すのでご注意下さい。 

7. 残った標準液（原液）、陽性コントロール液、標識抗体液は 5-2. 「試薬の
調製」の項に従って凍結保存して下さい。－30℃以下で１ヶ月は安定で
すが、凍結融解の繰り返しは避けて下さい。未使用のウェルは、付属の

乾燥剤と共にアルミパックに戻して密閉し、その他の試薬と共に 2～8℃
に保存して下さい。 

8. 検量線は測定毎に作成して下さい。 
9. 検体は感染予防上、取扱いには十分注意して下さい。 
10. 検体希釈液は防腐剤として微量のアジ化ナトリウムを含有しています。ア
ジ化ナトリウムは鉛や銅と接触するとアジ化金属を形成することがありま

す。本製品を廃棄する際には、安全のため大量の水で希釈して流して下

さい。 
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11. 反応停止液は酸性溶液（pH2 以下）です。ご使用の際は、液が直接皮膚
についたり、眼に入らないように注意して下さい。 

12. 試薬及び測定に用いる試料中には、毒・刺激性及び感染性のある成分
が含まれている場合がありますので、取扱いや廃棄には十分注意して下

さい。万一、試薬及び測定に用いる試料が皮膚や粘膜に接触した場合は、

大量の水で洗い流して下さい。その後、違和感等のある場合には医師等

にご相談下さい。 
図 1 検量線例  
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製造発売元 株式会社 シノテスト 
神奈川県相模原市大野台 2 - 29 - 14 
http://www.shino- test.co.jp/ 
 
《お問い合わせ先》 研究開発部  
E- mail: HMGB_info@shino- test.co.jp 
TEL: 042 - 753 - 0354 / FAX: 042 - 786 - 8553 


