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YK250 Human GIP (Active) ELISA キット 

 

Ⅰ. はじめに 

食事の摂取により、膵臓のβ細胞に作用してインスリンの分泌を促進させる一群の消

化管ホルモンとしてインクレチンがあります。このインクレチンには現在、GIP 

(glucose-dependent insulinotropic polypeptide)と GLP-1 (glucagon-like peptide-1)の 2 種類が知

られています。GIP は 1970 年、Brown らによりブタの上部小腸から単離、構造決定された

42 アミノ酸残基からなるポリペプチドです 1)。ヒト GIP
2)とブタ GIP

3,4)はともにアミノ酸配列

が類似しており、18 位と 34 位の 2 箇所のアミノ酸残基が異なるのみです。Takeda ら 5)はヒト

GIP 前駆体のアミノ酸配列を解明し、GIP が VIP/グルカゴン/セクレチンファミリーに属する

ペプチドであることを示唆しました。 

GIP は糖や脂肪の摂取により十二指腸の K 細胞から分泌され、膵β細胞に作用してイ

ンスリンの分泌を促進します 6)。健常者では食後に血漿中 GIP の濃度が上昇しますが、イ

ンスリン依存性糖尿病の場合は GIP 濃度の上昇が阻害されるといわれています 7)。GIP 受

容体は膵β細胞以外にも、十二指腸、小腸、膵α細胞、脂肪細胞、骨芽細胞などさまざ

まな臓器、細胞に存在しており、GIP が膵臓以外でも多くの生理作用を有している可能性

が示唆されています 8,9,10,11)。 

活性型GIP (1-42) はDPP-4により血中で分解されて失活し、GIP (3-42) となりますが、

この時の血中での半減期は数分程度といわれています。DPP-4 阻害薬は GIP の血中半減

期を延ばし、GIP の作用を持続させることができるので、糖尿病の治療効果が期待されて

います。 

本キットは不活性型GIP (3-42) との交差反応性が全く認められず、活性型GIP (1-42) の

みを特異的かつ高感度に測定できます。 

 

  YK250 Human GIP (Active) ELISA キット     

▼ ヒト活性型 GIP (1-42) 測定用です。  内容 
▼ 3.9～250 pg/mL (0.78～50.2 pM)の範囲で測定できます。 1)  測定プレート 

▼ 40 検体を duplicate で測定できます。 2)  標準品 

▼ 測定は約 3.5 時間で終了します。 3) 標識特異抗体液 

▼ 血漿および培養液の測定ができます。 4) 酵素基質液 

▼ 検体量は 50 L です。 5) 酵素反応停止液 

▼ プレートは１列（8 ウエル）毎に取り外しできます 6) 緩衝液 

  のでキットの分割使用が可能です。 7) 濃縮洗浄液 

   8) プレート密閉用シール 

     

      

  保存と安定性  2～8℃で保存してください。                                 

          製造日より 24 ヶ月間は安定です。     
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Ⅱ. 特  徴 

 

本キットはヒトの血漿および培養液中に含まれる活性型 GIP (1-42) 濃度を測定するた

めのものです。本キットによる活性型 GIP (1-42)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、添付の標準品 GIP (1-42) は高純度の合成品（純度 98%以上）であり、

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 human GIP (1-42) に特異的であり、human GIP (3-42)、glucagon、human GLP-2、 

GLP-1 (7-36)NH2、GLP-1 (9-36)NH2に対する交差反応性をほとんど認めません。 

 

＜測定原理＞ 

 本キットによる測定はサンドイッチ法に基づいて行います。測定プレート（96 ウエル）

の各ウエルにはマウス抗 GIP (1-42) 特異的モノクローナル抗体が固定化されています。

この各ウエル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 HRP 標識

化マウス抗 GIP (1-42) モノクローナル抗体と反応させ、サンドイッチ複合体を形成させ

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 GIP (1-42)を測

定することができます。 
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Ⅲ. キットの構成 

 

 
試薬・器具 形状 規格   内容物 

1.  測定プレート 

  

96 ウエル

プレート 

1 枚 
マウス抗 GIP (1-42)モノクローナル抗

体 

2.  標準品 凍結乾燥品 500 pg   1 本 合成ヒト GIP (1-42) 

3.  標識特異抗体液 液状 12 mL  1 本 
HRP 標識マウス抗 GIP (1-42)モノクロ

ーナル抗体 

4.  酵素基質液 液状 12 mL  1 本 
3,3’,5,5’-テトラメチルベンジジン

(TMB) 

5.  酵素反応停止液 液状 12 mL  1 本 1M 硫酸溶液 

6.  緩衝液 液状 25 mL  1 本 反応促進試薬を含む緩衝液 

7.  濃縮洗浄液 液状 50 mL  1 本 1% Tween 20 を含む濃縮生理食塩液 

8.  プレート密閉用シール 

  

3 枚 
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Ⅳ. 操作法 

 

測定を始める前に必ずお読みください。（注意：キットに含まれるすべての試薬は室温

に戻してから測定を始めてください。） 

 

＜使用器具および装置＞ 

 

1. マイクロピペットおよびチップ（25 L～1 mL）；8 連または 12 連のマルチチャンネ

ルピペットの使用を薦めます 

2. マイクロプレート用吸光度計（測定波長 450 nm で吸光度 3.0 まで測定できる装置） 

3. マイクロプレート用振とう機またはシェーカー 

4. 標準液の調製に使用するガラス試験管 

5. マイクロプレート洗浄装置、用手法の場合は連続分注器、ニードルディスペンサー、

アスピレーターまたは真空ポンプの使用を薦めます 

6. メスシリンダー（1000 mL） 

7. 蒸留水または脱イオン水 

 

＜試薬の調製＞ 

 

1. 標準液の調製法：標準品の容器に緩衝液 1 mL を加え内容物を溶解させ、500 pg/mL 

の標準液を調製する。この標準液 0.2 mL をとり、これを緩衝液 0.2 mL で希釈し 250 

pg/mL の標準液を調製する。以下同様の希釈操作を繰り返し、125, 62.5, 31.3, 15.6, 7.8, 

3.9 pg/mL の各標準液を調製する。 0 pg/mL の標準液は緩衝液をそのまま使用する。 

＜測定範囲＞有効測定範囲 3.9 pg/mL～250 pg/mL (0.78 pM～50.2 pM) 

3.9 pg/mL を下回るような低値の検体が予想される場合、検出限度としてさらに 3.9 

pg/mL の標準液を 2 倍希釈し、2 pg/mL の標準液を設けることができます。 

2. 洗浄液の調製法：濃縮洗浄液 50 mL（全量）を蒸留水 950 mL にて希釈し使用する。 

3. その他の試薬はそのまま＜測定操作＞に従って使用する。 

 

＜測定操作＞ 

 

1. キット内容を室温（20～30℃）に戻す。 

標準液および洗浄液を上記の試薬調製法に従って調製する。 

2. 各ウエルに、洗浄液 350 L を満たした後、アスピレ－ターにより吸引するか、ある

いはプレートを反転し液を捨てたあと、紙タオルなどに軽くたたきつけるようにして

液を除く。この操作をさらに 2 回繰り返し、合計 3 回の洗浄操作を行う。 

3. 各ウエルに緩衝液 50L を入れ、ついで標準液 (0, 3.9, 7.8, 15.6, 31.3, 62.5, 125, 250 
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pg/mL)または検体 50L を加える。 

4. 測定プレートをプレート密閉用シールでシールし、室温で 2 時間振とうする（約 100 

rpm）。 

5. 各ウエル中の液を除き、2 . と同様の洗浄操作を合計 4 回行う。 

6. 各ウエルに標識特異抗体液 100L を加える。 

7. 測定プレートをプレート密閉用シールでシールし、室温で 1 時間振とうする（約 100 

rpm）。 

8. 必要量の酵素基質液を使用する約 1 時間前に分取し、遮光しながら室温に戻す。 

9. 各ウエル中の液を除き、2. と同様の洗浄操作を合計 4 回行う。 

10. 各ウエルに酵素基質液 100L を加え、遮光の状態で室温で静置し 30 分間反応させ

る。 

11. 各ウエルに酵素反応停止液 100L を加える。 

12. マイクロプレート用吸光度計にて 450 nm/620 nm の吸光度を測定する。 

13. 市販のソフトウェアを用いて、5（or 4）－Parameter の回帰式を使用し、GIP 標準液

の各濃度の測定値から標準曲線を作成し、検体の GIP 濃度を求める。両対数方眼紙

を用いる場合は、横軸に標準液の濃度を、縦軸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、GIP の濃度を読み取る。 
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Ⅴ. 操作上の注意 

 

1. 血液は EDTA-2Na 添加採血管で採取してください。血液は採取後、直ちに DPP-４

inhibitor、0.01ml/mL (Catalog No. DPP4 MILLIPORE) を加え、血漿を分離してくださ

い。真空採血管には、BD
TM

 P800 GLP-1, GIP, Glucagon, Ghrelin 保存用真空採血管（日

本ベクトン・ディッキンソン）も使用できます。直ちに測定できない場合は血漿を適

宜小分けして、－30℃以下で凍結保存してください。検体の凍結融解を繰り返さない

ようにしてください。 

2. 試薬は用時調製を原則としてください。特に、標準品は調製後、直ちに使用してくだ

さい。なお、キットを分割使用する場合、調製後の標準品は適宜小分けして、－30℃

以下で凍結保存してください（約 2 ヶ月は安定です）。 

3. 濃縮洗浄液は保存中に沈殿を生じることがありますが、この沈殿は希釈調製時に溶解

します。 

4. 各ウエルへの分注操作は測定精度に影響を与えますので正確に行ってください。また

検体をウエルに注入する場合は、検体ごとに新しいチップを用い、検体相互間の汚染

がないように注意してください。標準液を希釈するときは、希釈段階ごとに必ず新し

いチップを使ってください。 

5. 250 pg/mL を超える高値検体の場合は、検体を本キット添付の緩衝液にて希釈して測

定してください。 

6. 室温での反応には必ずマイクロプレート用振とう機を用い、測定プレートを振とうし

てください（呈色反応の場合を除く）。なお振とうはプレート密閉用シールに反応液

がはねないようゆっくりと行ってください（約 100 rpm）。 

7. 測定はすべて２重測定で行ってください。 

8. 酵素-基質反応停止後は、すみやかに吸光度の測定を行ってください。 

9. 酵素基質の発色レベルは反応温度、時間、測定プレートの振とうの程度などでわずか

ですが影響を受けることがありますので、標準曲線は必ず測定ごとに作成してくださ

い。 

10. 各試薬の保存中もしくは使用中には、これらに強い光が当たらないように注意してく

ださい。 

11. 本法による測定には、異なるロットのキットを組み合わせて使用しないでください。 

12. 酵素基質液は遮光しながら室温に戻し、使用してください。 
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VI. 基本性能 

＜標準曲線の一例＞  

Typical standard curve

0.01

0.10

1.00

10.00

1 10 100 1000

Human GIP (1-42) (pg/mL)

O
.D

. 
(4

50
 / 

62
0 

nm
)

      

＜添加回収試験＞ 

 

＜ヒト血漿 A＞    

Added GIP (1-42) 

 (pg/ml) 

Observed 

(pg/ml) 

Expected 

 (pg/ml) 

Recovery  

(%) 

0   14.3      

5   18.1   19.3  93.8  

25   37.6   39.3  95.7  

100  111.8  114.3  97.8  

    

＜ヒト血漿 B＞    

Added GIP (1-42) 

 (pg/ml) 

Observed 

 (pg/ml) 

Expected  

(pg/ml) 

Recovery  

(%) 

0   26.7      

5   32.7   31.7 103.2  

25   46.5   51.7   89.9  

100  110.5  126.7   87.2  
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＜ヒト血漿 C＞    

Added GIP (1-42) 

 (pg/ml) 

Observed 

 (pg/ml) 

Expected  

(pg/ml) 

Recovery 

 (%) 

0           9.4     

5          12.9  14.4  89.6 

25  30.2   34.4  87.8  

100  108.1  109.4  98.8 

   

＜ヒト血漿 D＞   

Added GIP (1-42) 

(pg/ml) 

Observed 

 (pg/ml) 

Expected  

(pg/ml) 

Recovery 

 (%) 

0   22.1      

5   27.2   27.1  100.4  

25   47.1   47.1  100.0  

100  113.8  122.1   93.2  

    

＜ヒト血漿 E＞    

Added GIP (1-42) 

 (pg/ml) 

Observed  

(pg/ml) 

Expected 

(pg/ml) 

Recovery  

(%) 

0    9.3      

5   13.4   14.3   93.7  

25   32.8   34.3   95.6  

100  109.9  109.3  100.5  

 

＜希釈試験１＞    

 

＜ヒト血漿 A＞    

Sample dilution 

 

Observed  

(pg/ml) 

Expected 

(pg/ml) 

% of Expected 

 (%) 

X1 72.1  72.1    

X2 36.4  36.1  100.8  

X4 19.4  18.0  107.8  

X8 10.0   9.0  111.1  

 

＜ヒト血漿 B＞    

Sample dilution 

 

Observed  

(pg/ml) 

Expected 

(pg/ml) 

% of Expected 

 (%) 

X1 46.3 46.3    

X2 24.8  23.1  107.3  

X4 12.8  11.6  110.6  

X8 7.6   5.8  131.0  

 

＜ヒト血漿 C＞    

Sample dilution 

 

Observed  

(pg/ml) 

Expected 

(pg/ml) 

% of Expected 

 (%) 

X1 30.1  30.1    

X2 14.7  15.0   98.0  

X4  8.0   7.5  106.7  
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＜ヒト血漿 D＞    

Sample dilution 

 

Observed  

(pg/ml) 

Expected 

(pg/ml) 

% of Expected 

 (%) 

X1 20.9  20.9    

X2 11.1  10.5  105.7  

X4  6.2   5.2  119.2  

 

＜ヒト血漿 E＞    

Sample dilution 

 

Observed  

(pg/ml) 

Expected 

(pg/ml) 

% of Expected 

 (%) 

X1 30.2  30.2    

X2 15.9  15.1  105.3  

X4  8.9   7.6  117.1  

 

＜希釈試験２＞食後４０分時の血漿中活性型 GIP (1-42) の濃度 

＜ヒト血漿 A＞ 

Sample dilution 

 

Observed  

(pg/ml) 

Concentration 

(pg/ml) 

Mean 

(pg/ml) 

X1 Over     

X2 Over   

X4 171.7  686.8   

X8  82.5  660.2  673.5  

 

＜ヒト血漿 B＞ 

Sample dilution 

 

Observed  

(pg/ml) 

Concentration 

(pg/ml) 

Mean 

(pg/ml) 

X1 Over     

X2 Over   

X4 234.5  938.0   

X8 123.6  989.0  963.5  

 

＜ヒト血漿 C＞ 

Sample dilution 

 

Observed  

(pg/ml) 

Concentration 

(pg/ml) 

Mean 

(pg/ml) 

X1 Over     

X2 Over   

X4 Over    

X8 206.3  1650.2  1650.2  
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＜ヒト血漿 D＞ 

Sample dilution 

 

Observed  

(pg/ml) 

Concentration 

(pg/ml) 

Mean 

(pg/ml) 

X1 Over     

X2 Over   

X4 Over    

X8 128.2  1025.5 1025.5  

 

＜ヒト血漿 E＞ 

Sample dilution 

 

Observed  

(pg/ml) 

Concentration 

(pg/ml) 

Mean 

(pg/ml) 

X1 Over     

X2 Over   

X4 165.8  663.1   

X8  88.8  710.4  686.8  

 

＜ヒト血漿 F＞ 

Sample dilution 

 

Observed  

(pg/ml) 

Concentration 

(pg/ml) 

Mean 

(pg/ml) 

X1 Over     

X2 166.5 332.9  

X4   82.3  329.1  

X8   40.4  322.9  328.3  

 

＜ヒト血漿 G＞ 

Sample dilution 

 

Observed  

(pg/ml) 

Concentration 

(pg/ml) 

Mean 

(pg/ml) 

X1 Over     

X2 240.8 481.6  

X4 123.6  494.3   

X8  64.5  515.7  497.2  

 

＜交差反応性＞  

  

関連ペプチド 交差反応性（%） 

       GIP (1-42) (Human) 100 

       GIP (3-42) (Human)  <0.1 

       Glucagon <0.1 

       Human GLP-2 <0.1 

       GLP-1 (7-36) NH2 <0.1 

GLP-1 (9-36) NH2 <0.1 
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＜再現性試験＞ 

 

同時再現性：ヒト血漿  CV(%) 5.2～6.5     

日差再現性：ヒト血漿 CV(%) 2.6～5.6    

 

＜測定範囲＞ 

 

3.9 ~ 250 pg/mL (0.78～50.2 pM) 

 

Ⅶ．貯蔵法および有効期間 

 

＜貯法＞ 

 遮光し、2～8℃にて保存してください。 

 

＜有効期間＞ 

 製造日より 24 ヶ月間（使用期限は外箱に表示） 

 

＜包装＞ 

 １キット 96 テスト分（標準曲線作成用を含む） 
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