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YKO060 Insulin ELISA ¥ b

I. IXC®IZ

AV AYLELISA v ME, B R, UYF A XBLOVVMAA R REE
HIECE DEECRERMERTT, A2 AV URIBHE, 7rA 22V 0% B fllEN
TTuaty T %, A AVl CA_TF REAR L%, IE%ST /LTl
IR SV E T, A%y M, BEEURICES IlOELE Y MMtk AR Y &
Piik% ., & 2 pikicedF i 1AbELE Y MLk M RV UHREZNZERHW,
Mz b bAoA AU CEEREGRE L, BEOICHEED SOERILEEE (HRP) FA A b
LT RTEVCERAWDSZEICEY, BE R UYFR A XBILOYMEFOA A
UEE (IR-A AV V) OREEFHREICLE Lz, AF v M, BB MliEnZ
bzWHard 2 BT, o TECHERTE £7,

YKO060 Insulin ELISA ¥ v b

¥ 0.137~100 ng/mL O#iPH CHIE TE £, A

WV 40 #ifk % duplicate THIETX £, DHEE T L— bk

Vv HEIE 16~20 [Kff#] (4°C) & 4FFETRT 2)FEE
LET, )RR AFF HL BT

Vv b MY - . v RmE, A X g 4)SA-HRP &%
PV MBEDRE N WTHE T, 5) H B VAR

Vv RR{KEZ 254 L T, 6)OPD #&

VvV L— R4 (8 =) mICHED AL 7Y% 3R SO 1R
TEETOTHy FOYE AN ARETT, 8)FEAET K

)i VEIFHIK

10)7' v — MERH Y — L

RfFLRENE  2~8CTHRIFEL T IEE W,
BER XV 24 o ARITLRETT,




o. % &

ARFEy MI, MKFICEENLA AT ARE (IR-A RV V) ZERERIC
NEFTDHZHDOHLDOTT, AKXy MZED IR-A AV ORIEILEHET LI
R EEMICEN., T DO S E ORI Sy D BB A %
IZWREZL DFIRAEHA TWET, ok, ROERITHESEZRLTE
nEJ,

<R FME>

AKXy MIe hA AV UHFXFAL R A XA R BIOL
AV AY K LT 100% DR ZISERRO bNET, £z, B h A
A AR LT 20% DR ZFOSHEDR RO HILE T,

< JHIE SR >

Ky MZEDBA AV COREITT Y KA v FIEIZESWTITWVWET, 96
JINT L— FDOK T T, BAE Y ML b R UHRRETEL S
NTWET, ZO7 b — MNUAEWER £ 72132 AN, JURPURES IR E K
SH, ILICEFFUAEEALEY Motk b VR VPR ERIS S, PR
Ay TFEAERETRIEET, TOEEGHRICHRP A A NV T R T EY &K
SR SHET HEICZOEASERTO HRP IEMAZRIE T2 Z LIk ik h oA
VAN UREERD D ENTEET,
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A - A TR Hiks NEWY)

1. Antibody coated plate 96 v/ 1M EFALEY IHIE AL AY
WETL—1) ZTL—k PuREE /7 L — |k

2. Standard BkEE Y, 100 ng 1A t hA AUV
(FFEHE )

3. Labeled antibody HEEIN 12 mL 14 EFFALEALEY b
solution e A AU UHUR
(EERRARF L HUARIR)

4. SA-HRP solution iEIN 12 mL 1A REAIZEET N AEERRETR AR
(SA-HRP &%) L7ZHRPHAA NV T EY

5. Substrate buffer R 24 mL 1A 0.015% @b kFEEET 01 M 7=
GBI >R TR (pH 5.0)

6. OPD tablet BEA 28 oT7x=LuVTIv
(OPD #%)

7. Stopping solution Wk 12 mL 1A 1M BREEEIE
(B% 32 BUGE 1R 1R)

g. Buffer solution EEIN 25 mL 1A FERRRMRISERERZ G
(FE T R) U o ERREE R

9. Washing solution RN 50 mL 14 1% Tween 20 % & e jeifi AL PR AR
(concentrated)
(A 4R

10. Adhesive foil 4

(FL— MERMHY—L)




V. #{EE

WE 2460 D AN TR IZES W, (FEE : F v MCEERDTATOMR
FITFERIZR LT BREZ RO TIIZE, )

<Al A B KU E >

1L.~vA4 77Xy hBIOF v (250 L~1mL); 8L/~ IT 12 HO~ /LT
Fy Ry NOFHZEDET

2. v A 7 v L— s A EEFHGER & 490 nm (492 nm THA[) THROLE
2.5 F THIETE HHE)

3 ~vA 7L — NRE OMWEZIF = — D —

4. BEEWR OFHEUAE T 2 77 7 AR

5. ¥A /v L— MNEFEE, HFREOLEITEG SR, =— NV T o
AR — TAEL—H—F BRSO EEDET

6. A AU >4 —(1000 mL)

7. KRB E T3 iA Ak

<FREE DG >

1. BEMER OFR BN - EVE R ORBHIRENL 1 mL 22 NEW % ViR S,
100 ng/mL OIEAERG 2 895, Z O 02mL & & V. TN A FEEIR
0.4 mL THAFR L 33.33 ng/mL DFEHERR 2 3852, LUT [RIAR O A BURAE % 1k
Vix L. 11.11, 3.70, 1.23. 0.41, 0.137 ng/mL D&K= #Eik 2 FHE-4 %, 0 ng/mL
DOIEMER IR 2 T DO F £ D,

S IU #4545 ClE, 100 ng/mL = 0.0026 IU/mL T3,

2. FEEAFIEUR OFHELYE - i R LB VAARTE 11 mL (2 OPD §& 1 88 % Il 2 ¥
SEHEHT D,

3. Pk DS « IEREYESR 50 mL (&) 2 KBk 950 mL (2 TAVRR LA
T 5,

4. = DOMORIKILE O F F <PEBRIE> 1> THEHT 5,



< HIEEE>

1. % v PNEZ=FIE(20~300C)IZET,

BRUER, B KOV 2 LRE OSSR EIEICIE > TR 5,

2. %7 TT, YEER 350 uL &7 L72th, T AE L —X =K V5[5

N HOINVET L — NI LIREE T L A AN Pk 2= &
DFHEHIIC L THRERLS, ZOBEEZ I LIZ 3RV IEL, At 4 HOWE
HEEZETT O,

25T T )VITKEENR 150 pl & AdL, DWW CHREHERG £ 72 13K 25 ul 2Nz 5.,
ESL— AT L— NEAHY—/L T —L L 4CT—Bh (16~20 KEf)

e 5,

AET V— b E2ERICR L2 (FER 30 5), 7oA POl ZERE ., 2

& RBRDOVEBIE L A5 4 11T 9,

6. 7 U TV TRERR R BB 100 pL 0% 5,
7.0ES L — 2L — FNEHHL— LTy — L L KRB T2HMIEL 935

(%7 100 rpm) ,

8. H U T NPORARE, 2.L FEROUEHHRIEZ GG 4 BT 5,

9.
10.

11.
12.
13.
14.
15.

16.

&7 LI SA-HRP &% 100 uL 2N % 5.,

HESL—FE2 7L — MBS — AL To— L L SETLIREREE: 975
(%7 100 rpm) ,

10. D R T IECRITIC OPD §E 2 JE TR IR CUafiR L i B HIA IR 2 3 %,
KU T NVHORERE, 2.& RKOERERIELZ G 4 EIT I,

KU T TFEAFIRIE 100 ub 0%, SR THE L 30 RIS S ' 5,

K0 T VISR ROSE IR 100 uk 2Nz %,

~A 7 u7L— hAWNEFIZT 490 nm (492 nm TH AJ) OGS 21 E
T 5,

RO Y 7 v =7 %H\WT, 4 (or5) —Parameter, % L < i3 Log-Logit
DEYFREZHEH LA A Y AR O AR ORI EME ) H AR dh IR 2 VERK
L. BIEOA R REZRD D, ot BOTIRRE MW 235613, il
(Log ) |ZAEHERR DR % . fitdf(Linear 8I)(ZEEHER A 1R E DWW OLE &
7y b U, AR AR A R L. BRIR OGRS 2 B HE IR TUiEd . A &
V2 DOIREZFHHAID,



V.

BE LOER

R L 2 AL BB LT SV, EBICRET

SRV BTN 2 BNy LT, —30°CEL T THmERAF L TS 7280y,
AR DB R 2R 0 IRS 72N K I LTS 7EE W,

AT AR R A A E LT 7280, KRS, EEGITR R B H I

LTLEEW, 0B, *v bapBEHI 256, RE OREELITEE /N
ST LT, —30CULFTHAIRFL T2V (K1 7 HITLZETT),

IRHRATEEHRIIORAEPICIEB 2 U2 Z L2V D E3705 T OTREI LA IR

RRLZPAE L £,

T ENASO R EITER E SR e B A E T O TERICIT > T2

SV, FeiE e UV WEAT SRR T LTI LTy T E D,
BRI AR OB RN K D ITHERE L T E S W AR ER 2 AR 5 & Z 13,
AREEE Z LT LWTF » T o flio TS EE N,

. 100 ng/mL %Z#8 2 5 B ERIRDOBEA L. Bk EZAx v MR OREERIC TH

L THEL TS ZE0,

CEIRTONZIFST A 77 L— MRS SEz W llETL— &

Re o> LTS (BAKISOHEZRS), RBIRE ST T L — NEH
MY = OSEAT RN K Do <D L1475 TS 2S00 (59100 rpm).,

BT T RT2ERETIT> TSV,

8. BER-EPUMF L& IE, THNITRNEDORE 21T > T IZE W,

10.

11.

ERIEE OO L VITROSIREE . BFE JIE T L — POIRE 5 ORER E

THOTNTTREEELZTLZLRNH 0 T30 T AEEMRIILTHE D &
IZVERL LT 72 &0y,

BRI L L IFMEAFIZIE, 2RI AR Y- b0 K 5 123k
BELTLZEEN,

ABEIZ L ADHEICIT B bay hOFXy FEHLEDETHEMA LARWNWTL
7230,
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<AEHERRHR D — 1] >

2.0
15
E
= 1.0
sr/
a
O 05
0.0
0.1 1 10 100
Insulin (ng/ml)
<IN BN AR R >
<k by A>
Added Insulin Observed Expected Recovery
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%)
0.00 1.42
0.37 1.83 1.79 102.23
3.33 4.77 4.75 100.42
10.00 11.55 11.42 101.14
<t hiE B>
Added Insulin Observed Expected Recovery
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%)
0.00 3.39
0.37 3.77 3.76 100.27
3.33 5.85 6.72 87.05
10.00 10.65 13.39 79.54
<k hiyE C>
Added Insulin Observed Expected Recovery
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%)
0.00 0.30
0.37 0.68 0.67 101.49
3.33 3.52 3.63 96.97
10.00 10.07 10.30 97.77




<t hjF D>

Added Insulin Observed Expected Recovery
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%)
0.00 0.24
0.37 0.53 0.61 86.89
3.33 3.13 3.57 87.68
10.00 7.86 10.24 76.76
<t hEE>
Added Insulin Observed Expected Recovery
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%)
0.00 0.56
0.37 0.88 0.93 94.62
3.33 3.55 3.89 91.26
10.00 8.81 10.56 83.43
<t hE F>
Added Insulin Observed Expected Recovery
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%)
0.00 1.71
0.37 2.11 2.08 101.44
3.33 4.83 5.04 95.83
10.00 11.04 11.71 94.28
<k M A>
Added Insulin Observed Expected Recovery
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%)
0.00 0.47
0.5 0.91 0.97 94.00
5.0 4.99 5.47 91.29
20.00 16.12 20.47 78.75
<t Mk B>
Added Insulin Observed Expected Recovery
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%)
0.00 1.02
0.50 1.48 1.52 97.50
5.00 5.45 6.02 90.53
20.00 15.12 21.02 71.92




<t - Cc>

Added Insulin Observed Expected Recovery
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%)
0.00 0.28
0.50 0.68 0.78 87.53
5.00 4.44 5.28 84.14
20.00 14.57 20.28 71.86
<UHFiLFA>
Added Insulin Observed Expected Recovery
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%)
0.00 0.20
0.37 0.65 0.57 114.04
3.33 4.39 3.53 124.36
10.00 9.54 10.20 93.53
<U¥FXiLig B>
Added Insulin Observed Expected Recovery
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%)
0.00 1.13
0.37 1.70 1.50 113.33
3.33 4.16 4.46 93.27
10.00 11.95 11.13 107.37
<U¥FiLF C>
Added Insulin Observed Expected Recovery
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%)
0.00 0.58
0.37 1.05 0.95 110.53
3.33 3.49 3.91 89.26
10.00 9.79 10.58 92.53
<A XL A>
Added Insulin Observed Expected Recovery
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%)
0.00 1.11
0.37 1.70 1.48 114.86
3.33 7.09 4.44 159.68
10.00 17.11 11.11 154.01
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<A X% B>

Added Insulin Observed Expected Recovery
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%)
0.00 2.30
0.37 2.81 2.67 105.24
3.33 7.31 5.63 129.84
10.00 16.20 12.30 131.71
<A Xy C>
Added Insulin Observed Expected Recovery
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%)
0.00 1.76
0.37 2.44 2.13 114.55
3.33 7.61 5.09 149.51
10.00 20.73 11.76 176.28
<Y (B=7A4FN) Mg A>
Added Insulin Observed Expected Recovery
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%)
0.00 1.76
0.37 2.00 2.13 93.9
3.33 4.76 5.09 934
10.00 10.24 11.76 87.0
<$nv (W=rA¥n) i B>
Added Insulin Observed Expected Recovery
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%)
0.00 2.83
0.37 3.02 3.20 94.3
3.33 5.20 6.16 84.4
10.00 9.25 12.83 72.1
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< AR R >

18.0
15.0 ///¢
-
g’ 12.0 / 4
5 2/////;/////,
B 90 ot MijEA
s At FIEB
e 6.0
3
3.0
0.0
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Dilution Ratio
<t b A>
Sample dilution Observed Expected % of Expected
(ng/ml) (ng/ml) (%)
X1 3.23 3.23
X2 1.65 1.62 101.9
X4 0.77 0.81 95.1
X8 0.33 0.40 82.5
<t +miEB>
Sample dilution Observed Expected % of Expected
(ng/ml) (ng/ml) (%)
X1 2.00 2.00
X2 1.14 1.00 114.0
X4 0.63 0.50 126.0
X8 0.31 0.25 124.0
<kt b c>
Sample dilution Observed Expected % of Expected
(ng/ml) (ng/ml) (%)
X1 2.06 2.06
X2 0.95 1.03 92.2
X4 0.46 0.52 88.5
X8 0.20 0.26 76.9

12



<HN (W=7 FNn) Mg A>

Sample dilution Observed Expected % of Expected
(ng/ml) (ng/ml) (%)
X1 2.32 2.32
X2 1.06 1.16 91.4
X4 0.44 0.58 75.9
X8 0.19 0.29 65.5

<HN (W=rA4FN) mif B>

Sample dilution Observed Expected % of Expected
(ng/ml) (ng/ml) (%)

X1 3.65 3.65
X2 1.89 1.83 103.3
X4 0.97 0.91 106.6
X8 0.54 0.46 117.4

< FRELME AR >

[F] R P B H 2= i3

b b CV(%) 6.59~7.10 b MIE CV(%) 6.86~11.86

UHFME  CV(%) 2.51~9.08
A X1MiE  CV(%) 1.39~8.58

VIL RYjEiEds X OB RHIM

<HriE>
L, 2~8CIZTIHREFELTL7Z& W,

<HZhEAR >
BEH LY 24 » A (BEHBRRIZAME ICER)

< gl >
1% > K967 A by (BEAEMBRERH 2 & Tr)

13
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	YK060 Insulin ELISAキット
	Ⅰ.　はじめに
	YK060 Insulin ELISA キット
	▼ 0.137～100 ng/mLの範囲で測定できます。     内容
	▼ 40検体をduplicateで測定できます。 1)測定プレート
	▼ 測定は16～20時間（4℃）と4時間で終了 2) 標準品
	します。　 3) 標識特異抗体液
	本キットは、血液中に含まれるインスリン濃度（IR-インスリン）を定量的に測定するためのものです。本キットによるIR-インスリンの測定は簡便でしかも特異性、定量性に優れ、共存する他の生理活性物質や体液成分の影響を受けにくいなど多くの利点を備えています。なお、表示の重量は絶対量を示しております。
	＜特異性＞
	本キットはヒトインスリン、ウサギインスリン、イヌインスリンおよびサルインスリンに対して100％の交差反応性が認められます。また、ヒトプロインスリンに対して20％の交差反応性が認められます。
	＜測定原理＞
	本キットによるインスリンの測定はサンドイッチ法に基づいて行います。96ウエルプレートの各ウエルには、モルモット抗ヒトインスリン抗体が固定化されています。このプレートに標準液または検体を入れ、抗原抗体複合体を形成させ、さらにビオチン化モルモット抗ヒトインスリン抗体と反応させ、サンドイッチ複合体を形成させます。その複合体にHRP結合ストレプトアビジンを反応させます。最後にこの複合体中のHRP活性を測定することにより検体中のインスリン濃度を求めることができます。
	Ⅲ.　キットの構成
	Ⅳ.　操作法
	15. マイクロプレート用吸光度計にて 490 nm（492 nmでも可）の吸光度を測定する。
	16. 市販のソフトウェアを用いて、４（or 5）－Parameter、もしくはLog-Logit
	の回帰式を使用し、インスリン標準液の各濃度の測定値から標準曲線を作成し、検体のインスリン濃度を求める。片対数方眼紙を用いる場合は、横軸（Log側）に標準液の濃度を、縦軸(Linear側)に標準液各濃度の吸光度をプロットし、標準曲線を作成し、検体の吸光度を標準曲線に当てはめ、インスリンの濃度を読み取る。
	Ⅴ.　操作上の注意

