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はじめに
UV-Vis 分光光度計を用いた測定は、サンプルの高速かつ信頼性の高い品質管理チェックを実現します。
また、比活性度の計算や精製後の収率の推定、タンパク質やアミノ酸を含むフラクションの同定に使用
できます。 

芳香族の側鎖を持つアミノ酸を含むタンパク質は、約 280 nm の光を吸収します。これにより、UV-Vis 
分光光度計を用いた定量分析が可能になります。ランベルト・ベールの法則 (1) に従って、吸光係数が
既知の場合、これらのアミノ酸を含むタンパク質の濃度を求めることができます。多くの場合、タンパク
質のサンプル量は限られているため、最小量で測定できることがサンプルハンドリングでは重要です。波
長スキャンを実行することで、潜在的な汚染物質に関する情報が得られます。

Cary 3500 マルチセル UV-Vis は、パーマネントアライメントされたマルチセルホルダが搭載されてお
り、ウルトラマイクロボリュームキュベットによる再現性と信頼性に優れた定性および定量測定に最適
です (図 1)。 

タンパク質分析における  
Cary 3500 マルチセル UV-Vis の利点

極低容量の定性および定量測定の生産性と再現性が向上
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図 1. Cary 3500 UV-Vis は幅 1.5 mm 未満の高集光ビームを利用できます。 
ビームサイズが小さいため、この図のような開口部が小さいキュベットにも 
最適です。

今回の研究では、低容量タンパク質の定性および定量分析におけるCary 
3500 マルチセル UV-Vis 分光光度計の利点を実証します。吸光係数が
既知のタンパク質標準として一般的に使用されているウシ血清アルブミ
ン (BSA) を、今回の分析に用いました。 

実験方法
サンプル
0.01 M のリン酸緩衝液 (PBS) を pH 7.0 に調製して準備しました。
10 mg/mL の BSA 原液を準備し、0.75、1.50、2.25、3.00、3.75 mg/mL 
に希釈しました。

測定開口部が 2 x 2.5 mm で光路長が 10 mm の70 µL ウルトラマイ
クロボリュームキュベットを 6 つ使用して測定しました (図 1)。1 つはリ
ファレンス用として使用し、5 つはサンプル用として使用しました。標準
の 3.5 mL、光路長 10 mm の石英製キュベットを再現性測定に使用し
ました。PBS 緩衝液をリファレンス溶液として使用しました。

機器とメソッド 
すべての測定に、Cary 3500 マルチセル UV-Vis 分光光度計を使用しまし
た。1 秒の信号平均化時間および 1 nm のデータ間隔で 250～ 350 nm 
範囲の波長スキャンを実行しました。システムのプリアライメントは不要で
した。

再現性を実証するために、3.0 mg/mL BSA 溶液をウルトラマイクロボ
リュームキュベット (70 µL) で 20 回の繰り返し測定を行いました。こ
のとき同時に、リファレンスポジションでは同一のウルトラマイクロボ
リュームキュベットで PBS 緩衝液を測定しました。標準の 3.5 mL、光
路長 10 mm の石英製キュベットを用いて、同一溶液を 10 回繰り返し
測定する実験を、別に 1 セット実行しました。リファレンスとして、同一
キュベットで PBS 緩衝液を測定しました。これらの測定はすべて、信号
平均化時間 1 秒、スペクトルバンド幅 2 nm で 278 nm の測光を行い
ました。

結果
同時測定
ブランクおよび 5 個の BSA サンプルを Cary 3500 マルチセル UV-Vis 
で同時に測定しました。ウルトラマイクロボリュームキュベット (開口部が 
2 x 2.5 mm で光路長が 10 mm) を使用しました。定性的なサンプル分
析が可能になるよう、波長スキャンは 250～350 nm で実行しました (図 
2)。さらに、このデータを使用して、機器の直線性を評価しました (後述
のマイクロセルの直線性を参照)。

図 2. 70 µL ウルトラマイクロボリュームキュベット中の 5 つの BSA サンプルで 
同時に収集された波長スキャン
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タンパク質の純度
350 nm の吸光度を使用することで、タンパク質サンプル中の汚染物質
の存在を定量し、補正できます。図 2 から分かるように、今回測定した
サンプル中の 350 nm での吸光度は 0 Abs です。このため、これらのサ
ンプル中の BSA 濃度はスペクトルのピーク最大値の強度に直接比例す
るものとして正確に求めることができます。不純物の補正は必要ありま
せん。

マイクロセルの直線性
各 BSA の波長スキャン結果より、最大吸収波長が 278 nm であること
がわかります (図 2)。Cary UV ワークステーションソフトウェアを使用し
て、278 nm ピークでの吸収強度をサンプルごとに抽出し、測定対象の
各サンプル中のタンパク質濃度に対してプロットしました (図 3)。このデー
タは Cary 3500 システムの直線性を明確に示しています (図 3)。開口部
の小さいウルトラマイクロボリュームキュベットを使用した場合でも、直
線範囲は 2.5 Abs 近くにまで延びていることが、このデータによって示さ
れています。

図 3. 278 nm での吸光度と 5 個の BSA サンプルの濃度をプロットすることにより
示された Cary 3500 マルチセル UV-Vis の直線性

再現性
再現性を実証するために、開口部 2 x 2.5 mm の 70 µL のウルトラマイク
ロボリュームキュベットと、3.5 mL 標準キュベットの両方で、3.0 mg/mL 
BSA サンプルの測定を 20 回繰り返しました。どちらのキュベットも光路長
は 10 mm でした。測定の再現性 (標準偏差) は、図 4 に示すように、開口
部のサイズが小さいウルトラマイクロボリュームキュベットでも影響を受け
ませんでした。繰り返し測定の標準偏差は、70 µL ウルトラマイクロボリュー
ムキュベットでは 0.00042、標準 3.5 mL キュベットでは 0.00029 でした。
ウルトラマイクロボリュームキュベットを使用した場合の測定値の平均は 
1.863 Abs でした。標準 3.5 mL キュベットを使用した場合の測定値の平
均は 1.858 Abs でした。この 2 種類のキュベットの差は、機器が持つ測定
値のばらつきの範囲内に収まりました。 

図 4. 70 µL ウルトラマイクロボリュームキュベットと標準 3.5 mL キュベットでの 
吸光度の 20 回繰り返し測定の比較 

低容量キュベットを使用する場合のリスクは、光スループットの減少です。
その原因は、キュベットデザインの共通部分であるキュベットの開口窓が
より小さいためです。光スループットの減少は、吸光度の直線範囲の縮小
および測定の再現性の低下を招きます。Cary 3500 は集束度の高いビー
ムを特徴とし、最大限の光をサンプルに通過させ、標準 3.5 mL キュベッ
トと同様の再現性を確保します (図 4)。 

考察
吸光係数が既知の場合、UV-Vis スペクトルでの最大吸光強度を用いて
定量測定が行えます。今回測定した BSA のようなサンプルでは、この吸
光係数は既知のものです。吸光係数が未知の場合、複数の標準を測定し
て作成された検量線の傾きから計算する必要があります。これは時間が
かかるプロセスであり、実験の終了まで認識されることのない測定誤差
を招くことがあります。 

分析者は、データの信頼性を向上させるために、分析シーケンス内に濃
度が既知のサンプルを含めることもできます。これらのサンプルは内部コ
ントロールとして機能します。この種の測定で考慮すべきことは、サンプ
ルと標準が同時に測定されないことです。このため、測定間でサンプル
が変化する可能性があります。本アプリケーションノートに示すように、サ
ンプルとキャリブレーション標準を 1 箇所で同時に測定することによって 
(図 2)、他の環境変動やサンプル前処理に影響を与える偏りを大幅に低
減することができます。 

0.005 A の差は測定値のばらつきの 
範囲内に収まっている



不安定なサンプルを測定する場合、1 サンプルごとに行う測定では誤差
が生じる可能性があります。サンプルをベンチに配置し測定の順番がくる
のを待機している間に、吸光度がシフトすることがあります。温度変化、
溶液の光曝露の影響、溶液中の化学的変化がシフトの原因と考えられま
す。これにより、定量測定において全体的な誤差が生じる可能性があり
ます。Cary 3500 マルチセル UV-Vis 分光光度計ではすべてのキュベッ
トポジションを同時に測定することによって、これらの不要な可変性要素
を排除し、導き出される結果の信頼性を向上させます。また、測定時間
も大幅に短縮します。

結論
Cary 3500 UV-Vis マルチセル分光光度計は、タンパク質の定量および
定性分析の新たな可能性を生み出します。高い生産性と再現性を実現で
きるように設計されており、可動部のない独自のマルチセルホルダが搭
載されています。8 個のキュベットポジションすべてを同時に測定するこ
とによって、その後の測定中に生じる可能性のある不要な可変性要素を
効果的に減らすことができます。これらの機能により、優れた分析用 UV-
Vis システムを実現しています。
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