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はじめに 

Zenon™ Human IgG Labeling Kit は、抗体コンジュ

ゲート調製用の迅速かつ汎用的で信頼性のある方法

を提供します。しかも、スタートサンプルはごく少

量（µg 以下）からでも可能です。Zenon テクノロジ

ーを用いて調製した抗体コンジュゲートは、フロー

サイトメトリー、イメージング、ハイスループット

など、直接標識した一次抗体を利用するすべてのア

プリケーションにおいて、細胞染色に用いることが

できます。以前は、複数のヒト由来抗体を同一の染

色プロトコールに使用するといったアプリケーショ

ンは時間がかかり、実用的ではありませんでしたが、

このようなアプリケーションも本テクノロジーによ

り簡略化できます。 

Zenon Human IgG Labeling Kit は、ヒト IgG 抗体を

標識するためのキットで、当社の Alexa Fluor®色素シ

リーズをはじめ、R-phycoerythrin、 Allophycocyanin、
および Horseradish peroxidase やビオチンなど、豊富な

高品質蛍光色素を取りそろえています（表 1）。当社

ではさらに、2 種類の Zenon Tricolor Human IgG 
Labeling Kit も提供しており、いずれも 3 種類の

Zenon Human IgG 標識試薬をお選びいただけます。 

Zenon 標識テクノロジーでは、インタクトな IgG
一次抗体の Fc 部位に選択的なフルオロフォア、ビオ

チン、または酵素を標識した Fab フラグメントを用

いて標識複合体を生成します（図 1）。標識 Fab フラ

グメントは、製造過程においてアフィニティ精製さ

れ、一次抗体の Fc 部位に対する高い親和性および選

択性が確保されています。Zenon 標識法は免疫選択性

を利用していますので、複合体生成前に、抗体から

血清アルブミンのような外因性タンパク質やアミン

含有バッファーを取り除く必要はありません。他の

種由来の抗体との交差反応性は低く抑えられていま

す。 

Fab フラグメント・抗体複合体は 5 分以内に形成

でき、混合反応液中のほぼすべての一次抗体が標識

されます。Zenon テクノロジーにより形成された複合

体は、直接標識した一次抗体と同等の蛍光強度また

は酵素活性を示します。さらに、標識 Fab フラグメ

ントと一次抗体のモル比を変えるなど、添加する

Zenon 標識試薬の量を変更することで、抗体の標識の

程度（すなわちプローブの蛍光強度または酵素活

性）を調節することが可能です。 

本製品についてのご意見、ご質問に関しましては、

当社テクニカルサポート部門までご連絡ください。 

ひとこと 
届いた製品はすぐに下記の条件下で保

存してください： 
• 2～6˚C 
• 遮光条件下 

吸収/蛍光波長：表 1 参照 

表 1．Molecular Probes の Zenon Human IgG Labeling Kit 
標識 Abs/Em* カタログ番号

Alexa Fluor色素 
Alexa Fluor 350 346/442 Z-25400 
Alexa Fluor 488 495/519 Z-25402 
Alexa Fluor 555 555/565 Z-25405 
Alexa Fluor 594 590/617 Z-25407 
Alexa Fluor 647 650/668 Z-25408 

その他の色素、ビオチンおよび酵素 
Biotin-XX NA Z-25452 
R-phycoerythrin 496, 546, 565 /578 Z-25455 
Allophycocyanin 650/660 Z-25451 
Horseradish peroxidase NA Z-25454 

Tricolor Labeling Kit 
Alexa Fluor 488, 555, 647
(Kit #1) 

上記参照 Z-25460 

Alexa Fluor 350, 488, 594
(Kit #2) 

上記参照 Z-25470 

*およその吸収および発光の極大（nm 単位）。†複数の吸収

ピークが存在します。NA = 該当なし。 
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図 1．Zenon 標識の模式図。未標識 IgG をフルオロフォア標

識した Fab フラグメントを含む Zenon 標識試薬とインキュ

ベートします（A）。標識 Fab フラグメントは、IgG 抗体の

Fc 部位と結合し（B）、過剰の Fab フラグメントは非特異

的 IgG を添加して中和します（C）。非特異的 IgG を添加

することにより、同一タイプの一次抗体が複数存在する実

験において交差標識を防ぐことができます。標識に用いる

Fab フラグメントはフルオロフォアに結合しているものだ

けではなく、酵素やビオチンと結合しているものもありま

す。 

試薬 

Zenon Human IgG Labeling Kit は、キットの種類に

よって 50、25、または 10 反応分の標識に必要な量の

試薬が含まれています（下記の内容物をご覧くださ

い）。アフィニティ精製したインタクトなヒト IgG
抗体 1 µg を、Fab と抗体のモル比が 3：1 の条件で標

識するのに必要な Zenon 標識試薬の量を標識反応 1
回分とします（注 A）。 

内容物 

低分子量色素またはビオチンによる標識用 Zenon 
Human IgG Labeling Kit： 
• Zenon ヒト IgG 標識試薬（Component A）、

250 µL 

• Zenon ブロッキング試薬（ヒト IgG）

（Component B）、250 µL 
 
50 反応分の標識に必要な量の試薬が含まれています。 
 
R-phycoerythrin、 Allophycocyanin、または Horseradish 
peroxidase による標識用 Zenon Human IgG Labeling 
Kit： 
• Zenon®ヒト IgG 標識試薬（Component A）、125 

µL 
• Zenon®ブロッキング試薬（ヒト IgG）

（Component B）、125 µL 
 
25 反応分の標識に必要な量の試薬が含まれています。 
 
Zenon Tricolor Human IgG Labeling Kit #1： 
• Zenon Alexa Fluor 488 ヒト IgG 標識試薬

（Component A）、50 µL 
• Zenon Alexa Fluor 555 ヒト IgG 標識試薬

（Component B）、50 µL 
• Zenon Alexa Fluor 647 ヒト IgG 標識試薬

（Component C）、50 µL 
• Zenon ブロッキング試薬（ヒト IgG）（Component 

D）、150 µL 
 
3 種類の標識試薬は、それぞれ 10 反応分の標識に必

要な量が含まれています。 
 
Zenon Tricolor Human IgG Labeling Kit #2： 
• Zenon Alexa Fluor 350 ヒト IgG 標識試薬

（Component A）、50 µL 
• Zenon Alexa Fluor 488 ヒト IgG 標識試薬

（Component B）、50 µL 
• Zenon Alexa Fluor 594 ヒト IgG 標識試薬

（Component C）、50 µL 
• Zenon ブロッキング試薬（ヒト IgG）（Component 

D）、150 µL 
 
3 種類の標識試薬は、それぞれ 10 反応分の標識に必

要な量が含まれています。 

Zenon ヒト IgG 標識試薬は、ヤギ Fab フラグメン

トで、ヒト IgG 抗体の Fc 部位に選択性を示します。

低分子量色素またはビオチンとコンジュゲートした

標識試薬は、5 mM のアジ化ナトリウムを含む pH 7.5
の 0.1 M リン酸ナトリウム、0.1 M 塩化ナトリウム溶

液中に、Fab フラグメントを 200 µg/mL の濃度で含む

試薬として提供されています。R-phycoerythrin または 
Allophycocyanin とコンジュゲートした Zenon ヒト

IgG 標識試薬は、5 mM のアジ化ナトリウムを含む pH 
6.8 の 0.1 M リン酸ナトリウム、0.1 M 塩化ナトリウ

ム溶液中に、Fab フラグメントを 200 µg/mL の濃度で

含む試薬として提供されています。 Horseradish 

未標識 IgG 抗体 Zenon 標識試薬 
（標識 Fab フラグメント）

インキュベーション

標識 Fab フラグメント

と IgG との結合 

非特異 IgG と混合し

て過剰な Fab フラグ

メントと結合 
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peroxidase とコンジュゲートした Zenon ヒト IgG 標識

試薬は、0.02%のチメロサールを含む pH 6.8 の 0.1 M
リン酸ナトリウム、0.1 M 塩化ナトリウム溶液中に、

Fab フラグメントを 200 µg/mL の濃度で含む試薬とし

て提供されています。Zenon ブロッキング試薬（ヒト

IgG）は、5 mM のアジ化ナトリウムを含む pH 7.2 の

リン酸緩衝食塩水中、5 mg/mL の濃度の試薬として

提供されています。 

保存および取り扱い 

Zenon Human IgG Labeling Kit は、お手元に届き次

第、いずれも 2～6˚C で保存し、蛍光物質を含む試薬

は遮光条件下で保存してください。長期間保存する

場合、低分子量フルオロフォアまたはビオチンを含

む Zenon ヒト IgG 標識試薬および Zenon ブロッキン

グ試薬は、単回使用量に分注し、-20˚C 以下で冷凍保

存が可能です。R-phycoerythrin、 Allophycocyanin、お

よび Horseradish peroxidase を含む Zenon ヒト IgG 標

識試薬は、決して冷凍しないでください。 

 

Zenon 複合体の形成 

以下に示すプロトコールは、抗体 1 µg を Zenon ヒ

ト IgG 標識試薬で標識する場合のプロトコールで、

Fab と抗体のモル比は 3：1 となります（注 A）。こ

のモル比は、実験開始濃度として推奨されているも

ので、大半のアプリケーションにおいて、十分な標

識を行うことができる必要最小限のモル比となって

います。ただし、実験によっては、モル比を高くし

ないと十分なシグナルが得られない場合もあります

（注 B）。使用する抗体量が多いか少ない場合は、

本プロトコールに示す試薬量を必要に応じてスケー

ルアップまたはスケールダウンすることが可能です。

Zenon ヒト IgG 標識反応では、抗体試料に含まれる可

能性のあるウシ血清アルブミン（BSA）や他の安定

化タンパク質を除去する必要はありません。血清中

に含まれる抗体も直接標識することができ、標識前

後の抗体精製は必要ありません。 

1.1 リン酸緩衝食塩水（PBS）などの適切なバッファ

ーを用いて抗体 1 µg を調製してください。容量は、

20 µL 以下であれば問題ありません。濃度が不明の抗

体を使用する場合には、注 C を参照してください。

アフィニティ精製されていない抗体試料を使用する

場合は、注 D を参照してください。 

1.2 抗体溶液に Zenon ヒト IgG 標識試薬（Component 
A）5 µL を加えてください（Zenon Tricolor Kit を使用

する場合には Component A、Component B、または

Component C から必要な標識試薬を選択してくださ

い）。 

1.3 混合溶液を室温で 5 分間インキュベートしてくだ

さい。 

1.4 Zenon ブロッキング試薬（Component B、または

Zenon Tricolor Kit を使用する場合には Component D）

5 µL を混合反応物に加えてください。単一標識抗体

のみを用いるアプリケーションに関しては、注 E を

参照してください。 

1.5 溶液を室温で 5 分間インキュベートしてください。 

上記の操作により使用準備の整った複合体は、約

30 分以内に試料と反応させてください。これよりも

長期間の保存が必要な場合は、注 F を参照してくだ

さい。 

 

一般的アプリケーション情報 

コンジュゲートの使用：Zenon テクノロジーによって

標識されたヒト IgG 抗体は、直接標識した抗体を利

用できるすべてのアプリケーションに適していると

考えられます。Zenon 試薬で標識した複数のヒト IgG
抗体は、一つの実験において、連続的に使用するこ

とも単一の染色混合液にして使用することも可能で

す。 

コンジュゲートの安定性：コンジュゲートが形成さ

れ、過剰な Fab フラグメントをブロッキング試薬で

除去したら、標識複合体は約 30 分以内に使用してく

ださい。 

使用濃度：直接標識した一次抗体を主に使用するア

プリケーションでは、Zenon テクノロジーを用いて標

識した抗体は通常、直接標識した一次抗体と同等か

それより高い濃度（1.5～3 倍）で使用することが可

能です。 

シグナルがほとんど検出されない：適切なコントロ

ールで一次抗体の標的への結合が確認されているに

もかかわらず、Zenon テクノロジーを用いて標識した

抗体でシグナルが検出されない場合、Zenon 標識試薬

を追加して Fab と抗体のモル比を増加させるか、一

次抗体の最終濃度を増加させることでシグナルが増

加する可能性があります。多くの場合、3：1 のモル

比が適切ですが、モル比は 6：1 まで増加させること

が可能です。6：1 以上にモル比を増加させてもシグ

ナル強度の顕著な増加にはつながりません。 

標識損失または移動：標識 Fab フラグメントは一次

抗体と共有結合しているわけではないため、時間経

過に伴って標識 Fab フラグメントが多少失われる可

能性があります。複数のヒト IgG 一次抗体を用いる

アプリケーションにおいては、Fab フラグメントが一
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つの一次抗体から他の一次抗体へ徐々に移動するこ

ともあります。ホルムアルデヒドを用いた染色後の

固定化ステップを追加して Fab の解離を減らす必要

があります（下記の染色アプリケーションをご覧く

ださい）。 

 

染色アプリケーション 

以下に示すプロトコールは、Molecular Probes 社に

おいて、Zenon ヒト IgG 標識試薬で標識した一次抗体

を用いて、細胞および組織を染色するために開発さ

れました。実験によっては、本プロトコールをその

まま適用できない可能性もありますので、これらの

プロトコールをお客様のニーズに合わせて変更され

ることをお勧めします。 

免疫細胞化学 

本 プ ロ ト コ ー ル は 、 ウ シ 肺 動 脈 上 皮 細 胞

（BPAE）、ホエジカ細胞、およびメイディン・ダー

ビー・イヌ腎臓細胞（MDCK）など多くの細胞株の

染色に成功しています。十分な量の標的が存在する

一次抗体の場合には、Zenon 標識試薬（Fab）と抗体

のモル比が 3：1 となる条件で Zenon 標識複合体を形

成させるのが適切です。標的の量が少ない場合には、

モル比を 6：1 とすることを推奨しています。 

2.1 適切な培地を用いて細胞を培養してください。顕

微鏡観察用の接着性細胞株は、スライドガラスまた

はカバーガラス上で直接培養することが可能です。

ただし、染色操作中は、スライドガラスまたはカバ

ーガラスが乾燥しないようにしてください。 

2.2 細胞試料を、4%のホルムアルデヒドを含む PBS
溶液中、室温で 15 分間固定してください。または、

試料を 5% CO2雰囲気下、37˚C で 15 分間インキュベ

ートして固定することも可能です。後者の固定法の

ほうが、細胞骨格形態をよりよい状態で保存できる

ことが確認されています。 

2.3 細胞試料を 1 回以上 PBS で洗浄してください。 

2.4 試料を、0.1%の Triton X-100 を含む PBS 溶液中、

室温で 5 分間インキュベートし、細胞の透過処理を

行ってください。その後、界面活性剤溶液を除去し

ます。 

2.5 細胞試料を、10%の正常ヤギ血清（NGS）を含む

PBS 溶液中で 30 分間処理し、細胞試料中の非特異的

結合部位をブロックします。 

2.6 Zenon 標識複合体（上記 Zenon 複合体の形成に従

って調製したもの）を、10%の NGS を含む PBS を用

いて、必要な使用濃度に希釈し、細胞試料を浸漬す

るのに十分な容量を添加してください。数種類の

Zenon 標識複合体を用いて染色を行う場合、すべての

複合体を合わせて単一の染色溶液とすることが可能

ですので、1 種類ずつ連続的に染色を行う必要はあり

ません。一次抗体の濃度がすでに二次的検出試薬用

に最適化されている場合には、一次抗体の濃度を 1.5
～3 倍高くして Zenon 標識法に用いてください。もし

くは、各実験に適切な濃度を、経験的に決定するこ

とが必要です。 

2.7 試料を室温で 30～60 分間インキュベートしてく

ださい。フルオロフォアを用いた Zenon 標識試薬は、

インキュベーション中に遮光する必要があります。

染色が完了したら、細胞試料を PBS で 1 回以上洗浄

してください。 

2.8 4%のホルムアルデヒドを含む PBS 溶液中で細胞

試料の 2 回目の固定を室温で 15 分間行ってください。

固定が完了したら、細胞試料を１回以上 PBS で洗浄

してください。Zenon Fab フラグメントは、一次抗体

に共有結合しているわけではないため、この 2 回目

の固定を行わないと、時間と共に解離します。特に

多色アプリケーションでは他の一次抗体に移動する

ことさえあります。この工程は、単一の一次抗体を

用いる実験においてはオプションですが、通常 2 回

目の固定を行うことでシグナル強度が増強されます。 

2.9 必要に応じて、核酸染色剤（Hoechst 33342、DAPI
または SYTOX® Green 染色剤等）または他の標識試

薬（フルオロフォア標識ファロイジン等）で細胞試

料を対比染色してください。各染色工程の後には必

ず PBS で洗浄を行ってください。 

2.10 必要であれば、細胞をスライドガラスまたはカ

バーガラスにのせるか、あるいはフローチューブ内

に入れてください。細胞を顕微鏡観察する際には、

アンチフェード封入剤にて封入してください。適切

な方法で、試料の分析または観察を行ってください。 

免疫組織化学 

本プロトコールは、経心腔的灌流によって 4%の

ホルムアルデヒド溶液で固定した組織から 10～12 µm
の凍結切片用を作成するためのプロトコールです。

グルタルアルデヒドを含む固定化剤は使用しないで
ください。グルタルアルデヒドを使用すると試料の

自己蛍光が増強され、タンパク質の過剰な架橋が生

じるため、抗体の接近が妨げられることや、抗原が

変性することがあります。可能であれば、薄い切片

を使用することにより、抗体を組織中に完全かつ迅

速に浸透させてください。Zenon 標識複合体は、パラ

フィンに埋め込まれた切片については、試験および



 Zenon Human IgG Labeling Kit 5 

最適化を行っていません。存在量の少ない抗原の一

部は、Zenon 標識テクノロジーでは、従来の二次的な

検出法を用いた場合ほど容易に検出できません。

Zenon 法は、組織試料中での存在量が極めて少ない標

的分子には推奨されません。 

実験試料の標識と並行して、ネガティブコントロ

ール試料を、一次抗体を使用しない点を除いて上記

と同一のプロトコールを用いて調製し、非特異的標

識の評価を行う必要があります。従来の二次的検出

法で標識されたポジティブコントロール試料を予備

実験に使用することで、Zenon 標識法を使用した際に

見られる染色パターンの特異性を確認することがで

きます。 

3.1 凍結組織切片を含むスライドガラスを室温で解凍

してください（通常 15～30 分かかります）。必要に

応じて、組織切片のまわりを PAP ペンで四角く囲ん

でください。 

3.2 組織片を PBS 中に入れ、室温で 15 分間再水和さ

せてください。本プロトコールの残りの工程におい

て、組織切片が乾燥しないようにしてください。 

3.3 組織切片を、0.2%の Triton X-100 を含む PBS 中、

室温で 20 分間透過処理してください。 

3.4 0.2%の BSA および 5%の熱失活済み正常ヤギ血清

を含む PBT 中、室温で 30 分間処理し、非特異的結合

部位をブロックしてください。血清の代わりに

1%BSA 溶液を使用することも可能です。インキュベ

ーションが完了したら、ブロッキングバッファーを

除去してください。 

3.5 Zenon 標識複合体（上記 Zenon 複合体の形成に従

って調製したもの）を、PBT を用いて適切な使用濃

度に希釈してください。水平染色皿に 100～250 µL
の使用溶液を添加し、切片を浸漬させてください。

初期実験においては、さまざまな一次抗体濃度、お

よび Zenon 標識試薬（Fab）と抗体のモル比を検討し

てください。組織染色には、6：1 のモル比を実験開

始濃度として推奨しています。一般に Zenon 標識法

では、標準的な二次的検出法より高濃度の一次抗体

が必要となります。染色用バッファーに界面活性剤

を添加して抗体の浸透性を高めることが重要です。

上述のように、PBT 緩衝液には 0.2%の Triton X-100
が含まれていますが、抗原が界面活性剤抽出の影響

を受けやすくなる可能性と組織浸透性との均衡がと

れるように、界面活性剤の種類および濃度（通常 0.1
～0.5%）を最適化しなければならない場合もありま

す。 

3.6 組織切片を染色溶液と共に加湿容器内、室温で 1
～2 時間インキュベートしてください。フルオロフォ

アを用いた Zenon 標識試薬は、インキュベーション

中に遮光する必要があります。数種類の Zenon 標識

複合体を用いて染色を行う場合、すべての複合体を

合わせて単一の染色溶液とすることが可能ですので、

1 種類ずつ連続的に染色を行う必要はありません。長
時間のインキュベーションは、行わないでください。
インキュベーション時間が長くなると、Zenon Fab フ

ラグメントが一次抗体から解離して、S/N 比が低下し、

多色染色アプリケーションにおいて一次抗体の交差

反応が起こる可能性があります。 

3.7 染色溶液を除去し、組織切片を PBST 中、室温で

10～15 分間洗浄してください。洗浄をさらに 2 回繰

り返してください。洗浄は、縦型 Coplin 染色ビン内

で行ってください。 

3.8 染色した組織切片を PBS 中、室温で 5 分間洗浄し

てください。同じ操作を繰り返してください。 

3.9 4%のホルムアルデヒドを含む PBS 溶液中、室温

で 15 分間組織片の 2 回目の固定を行ってください。

固定が完了したら、組織切片を１回以上 PBS で洗浄

してください。Zenon Fab フラグメントは、一次抗体

に共有結合しているわけではないため、この 2 回目

の固定を行わないと、時間と共に解離します。特に

多色アプリケーションでは、他の一次抗体に移動す

ることさえあります。 

3.10 必要に応じて、核酸染色剤（Hoechst 33342、
DAPI または SYTOX Green 染色剤等）または他の標

識試薬（フルオロフォア標識ファロイジン等）で組

織切片を対比染色してください。各染色工程の後に

は必ず PBS で洗浄を行ってください。 

3.11 組織切片をアンチフェード封入剤にて封入し、

適切なフィルターを用いて蛍光を観察してください。 

フローサイトメトリー 

以下に示すプロトコールは、抹消血単核細胞の染

色用に開発されたものですが、他のタイプの細胞ま

たは全血試料にも容易に応用できます。十分な量の

標的が存在する一次抗体の場合には、Zenon 標識試薬

（Fab）と抗体のモル比が 3：1 となる条件で Zenon
標識複合体を形成させるのが適切です。標的が少量

の場合にはモル比を増加させる必要があります。

Zenon テクノロジーによって標識した抗体を用いる場

合には Fc ブロッキングの工程が不要であることに注

目してください。 

4.1 細胞懸濁液または血液試料を任意の方法で調製し

てください。 
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4.2 培養細胞（1 × 106細胞/mL）100 µL または全血試

料 100 µL をフローサイトメトリーチューブに添加し

てください。 

4.3 （オプション）細胞試料を、4%のホルムアルデヒ

ドを含む PBS 溶液中、室温で 15 分間固定してくださ

い。細胞試料を PBS で洗浄し遠心分離操作によって

細胞をペレット化し、上清を廃棄してください。細

胞を残りのバッファーに再懸濁してください。注

意：本工程および以降の工程は、細胞内マーカーを

検出する場合にのみ必要です。細胞表面に対する抗

体と細胞内マーカーに対する抗体を一つの実験で同

時に用いる場合には、先に細胞表面マーカーの染色

を行ってから、本工程および 4.4～4.7 の工程に従っ

て細胞内マーカーの染色を行ってください。 

4.4 （オプション）細胞試料を、0.1%の Triton X-100
を含む PBS 中、室温で 5 分間インキュベートし、細

胞の透過処理を行ってください。細胞試料を PBS で

洗浄し、遠心分離操作によって細胞をペレット化し、

上清を廃棄してください。細胞を残りのバッファー

に再懸濁してください。 

4.5 一次抗体 1 µg を、上記の Zenon 複合体の形成に従

って標識してください。 

4.6 Zenon 標識混合溶液（ステップ 4.5 で調製したも

の）の全量を試料チューブに添加してください。注

意：全血試料を用いる場合、赤血球の溶解を行うの

は、細胞染色の前と後のどちらでも構いません（ス

テップ 4.6～4.7）。 

4.7 試料を室温で 30 分間インキュベートしてくださ

い。フルオロフォアを用いた Zenon 標識試薬は、イ

ンキュベーション中に遮光する必要があります。イ

ンキュベーションが完了したら、細胞を一度 PBS で

洗浄した後、遠心分離操作によって細胞をペレット

化し、上清を廃棄してください。細胞を残りのバッ

ファーに再懸濁してください。イメージングアプリ

ケーションに必要な染色後の固定化は、フローサイ

トメトリーにおいては必要ありません。 

4.8 適切な装置パラメータを用いて、試料の分析を行

ってください。 

注 

[A] 標識プロトコールにおいて Zenon ヒト IgG 標識試

薬の使用量を決定する際、Fab と抗体の比は重要な因

子です。すべての Zenon Human IgG Labeling Kit に付

属の Zenon 標識試薬は、Fab フラグメントの質量に基
づき、200 µg/mL の濃度で提供されます。Fab フラグ

メントの分子量は約 50 kDa、一方インタクトな IgG
の分子量は約 150 kDa です。したがって、すべての

Zenon 標識試薬において、その 5 µL をヒト IgG 抗体

1 µg と混合すると Fab と抗体のモル比は、3：1 とな

ります。 

[B] 標識する抗体の量または Fab と抗体のモル比を調

節する際には、常に同量の Zenon 標識試薬と Zenon
ブロッキング試薬を使用することが重要です。例え

ば、Zenon 標識試薬の使用量を 10 µL に増加した場合

は、Zenon ブロッキング試薬の使用量も 10 µL に増加

させてください。抗体 1 µg あたり Zenon 標識試薬 10 
µL を添加すること（モル比は 6：1 となります）によ

り、しばしば測定シグナルが約 50%の増加すること

に注目してください。モル比をこれ以上増加させて

も、シグナル強度の増加幅は減少していきます。 

[C] ヒト IgG の濃度が特定されていない場合は、各メ

ーカー等に問い合わせ、少なくとも IgG のおよその

含有量に関する情報を入手してください。問い合わ

せても濃度が分からない場合には、Zenon 標識試薬に

よる滴定を行って最適な標識条件を決定する必要が

あります。 

[D] 各メーカーから入手できるモノクローナル抗体は、

通常、アフィニティ精製された画分、IgG 画分、また

は血清中成分として提供されています。アフィニテ

ィ精製されていない一次抗体でも、Zenon ヒト IgG 標

識試薬で標識することが可能で、非特異的 IgG や血

清タンパク質を除去する必要はありません。ステッ

プ 1.2 において Zenon 標識試薬の適切な添加量を、標

識する試料中の IgG 総量を用いて決定することが必

要です。IgG 1 µg あたり Zenon ヒト IgG 標識試薬 5 
µL を使用してください。非特異的 IgG も特異的 IgG
と同時に標識されますが、標識された非特異的 IgG
は、試料を染色しても検出可能なほどではなく、染

色工程において洗い流されます。 

[E] ヒトの細胞または組織を使用せず、また単一標識

の抗体のみが必要なアプリケーションの場合、標識

プロトコールのステップ 1.4 および 1.5（ブロッキン

グ試薬の添加）を省略できます。複合体化していな

い Zenon 標識試薬のシグナル強度は低く、バックグ

ラウンドのシグナル強度を増加させることはありま

せん。 
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[F] 標識複合体を長期間保存する場合、標識手順をス

テップ 1.3 で中断してください。この段階であれば、

2 mM のアジ化ナトリウムを保存剤として用いること

で、複合体を 4˚C で数週間保存することができます。

保存しておいたコンジュゲートを使用する際には、

プロトコールのステップ 1.4 および 1.5 を完了してか

らコンジュゲートを実験試料に添加してください。 

 

 
製品リスト 現在の価格は、当社ウェブサイトまたはカスタマーサービス部門から入手いただけます。 

 

 


