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YK132 Human CRF ELISA キット 

 

Ⅰ. はじめに 

Corticotropin Releasing Factor（副腎皮質刺激ホルモン放出因子、CRF）は 1981 年 Vale らに

よりヒツジの視床下部から単離、構造決定された神経ペプチドであり 1)、Corticotropin Releasing 

Hormone（CRH）とも呼ばれています。ヒト CRF
2)とラット CRF

3)は同一アミノ酸配列で、い

ずれも 41 アミノ酸残基（MW. 4758）からなり、C 末端はアミド構造になっています。また、

マウス CRF
4)もヒト CRF、ラット CRF と同一アミノ酸配列であることが認められています。

CRFファミリーに属するマウス/ラットUrocortin 1とはアミノ酸配列で 45%の類似性が認めら

れ 5)また、ヒト Urocortin 1 のアミノ酸配列とは 42.5％の類似性が認められています 6）。CRF

は脳下垂体前葉において ACTH 合成および分泌を促進する視床下部－下垂体―副腎系(HPA)

の主要な因子の一つです。CRF はまた、中枢神経系および下垂体を介し、ストレスに対する

反応に関与しているとも考えられています 7）。 

CRF のヒトでの主な産生部位は視床下部のほかに脊髄、胃、膵、十二指腸、副腎髄質、胎

盤などであり、ラットでは視床下部以外に小脳、嗅覚球など脳内各部位および視綱膜、聴覚

系に分布することが知られています。マウスでは最も濃度の高い視床下部、正中隆起以外、

扁桃体、前頭葉、脳橋 、小脳での免疫活性も報告されています 8)。いずれも脳以外に広く分

布しているため、血中 CRF がそのまま視床下部－下垂体―副腎系(HPA)の機能を反映するか

否かの議論はいまだ結論に至っていません。矢内原らは血中 CRF を腫瘍のマーカーとして利

用することができる可能性を指摘しました 9）。近年、CRF とストレスおよびアルツハイマー

病（AD）の関連が注目され、うつ病 10）、不安神経症 11), 12)などで脳脊髄液（CSF）中 CRF の

濃度が変化することが指摘されています。急性あるいは慢性ストレス負荷により作製したモ

デルラットの脳各部位の CRF を測定し、CRF にはストレスに対する調節作用のあることが示

されました 7)。AD との関連についても、AD 患者の CSF 中の CRF 免疫活性は健常人より著

しく低いという報告があり 13）、Davis らは重度老年性の痴呆患者（Dementia）の CSF 中 CRF

の低下を指摘し、CRF は神経化学物質マーカーとして早期の Dementia および AD 患者の診断

に有用であることを示唆しました 14）。また、血中や組織中ではCRFは通常 binding protein （BP）

と結合した形で存在するが、Behan らは AD 患者の脳組織中の CRF が著しく低下することを

明らかにし、ヒト脳中の CRF が BP との結合により CRF 受容体結合能を失うこととし、人の

脳中遊離 CRF 量は、CRF－BP 結合によって決定されることを示しました 15)。こうした結果

から脳内遊離 CRFを増加させることによりADの治療に繋がる可能性があると指摘しました
16）。一方、培養神経細胞では CRF の添加によりアミロイド－βペプチドによる細胞死が抑制

されたことから、CRF は脳内ニューロンに対し保護作用があると報告されています 17)。 
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  YK132 Human CRF ELISA キット     

▼ ヒト CRF 測定用です。  内容 
▼ 0.078～2.5 ng/mL の範囲で測定できます。 1)  測定プレート 

▼ 41 検体を duplicate で測定できます。 2)  標準品 

▼ 測定は約 7.5 時間で終了します。 3) 標識特異抗体液 

▼ 血漿の測定ができます（前処理が必要です）。 4) SA-HRP 溶液 

▼ 検体量は 50 L です。 5) 酵素基質液 

▼ プレートは１列（8 ウエル）毎に取り外しできます 6) 酵素反応停止液 

  のでキットの分割使用が可能です。 7) 緩衝液 

   8) 濃縮洗浄液 

   9) 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 21 ヶ月間は安定です。     

 

Ⅱ. 特  徴 

 

本キットはヒトの血漿中に含まれる CRF 濃度（前処理が必要です）を測定するための

ものです。本キットによる CRF 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 CRF(1-41) 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 CRF に特異的であり、ウロコルチン１（マウス、ラット）およびウロコル

チン 1 （ヒト）に対する交差反応性をほとんど認めません。なお、他の交差反応性の詳

細については 12 ページに記載しています。 

 

＜測定原理＞ 

 本キットによる CRF の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）の各ウエルにはウサギ抗 CRF 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、さらにビオチン化ウサギ抗 CRF 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 CRF 濃度を求めることができます。 
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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 ウサギ抗 CRF 抗体固定化プレート 

2.  標準品 凍結乾燥品 2.5 ng   1 本 CRF(1-41) 

3.  標識特異抗体液 液状 12 mL  1 本 ビオチン化ウサギ抗 CRF 抗体 

4.  SA-HRP 溶液 液状 12 mL  1 本 
 

安定剤を含むﾄﾘｽ塩酸緩衝液に溶解した HRP 結合

ストレプトアビジン 

5.  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) 

6.  酵素反応停止液 液状 12 mL  1 本 1M 硫酸溶液 

7.  緩衝液 液状 25 mL  1 本 反応促進試薬を含む緩衝液 

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

9.  プレート密閉用シール 

  

4 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～1mL）；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 450nm で吸光度 2. 5 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 

 

＜ヒト血漿の採取＞ 

 

血漿の採取のための採血には EDTA-2Na 添加採血管を用いる。血漿採取後、直ちに測定

できない場合は小分けして－30℃以下で凍結保存する。 

※血漿の凍結融解の繰り返しは行わないようにしてください。 

 

＜ヒト血漿のエタノール処理＞ 

 

材料：ヒト血漿（EDTA-2Na） 

エタノール（95%） 

1. ヒト血漿をポリプロピレン製の遠心チューブに入れ、氷冷下で冷却する。 

2. ヒト血漿の 3.7 倍量のエタノール（95%）をヒト血漿の入ったチューブに添加し、ボル

テックスでよく撹拌する。 

3. 氷冷下で 30 分間インキュベートする。 

4. ボルテックスで撹拌後、10000 rpm で 10 分間（4℃）遠心する。 

5. 遠心後上清をデカンテーションで回収する。 

6. 遠心エバポレータもしくはスピードバックで室温にて完全に蒸発乾固させる。 

※すぐに測定しない場合は－30℃以下で凍結保存する。 

7. 蒸発乾固させたサンプルにキット添付の緩衝液（ヒト血漿と同量）を添加し、ボルテ

ックスでよく撹拌する。 
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8. アッセイに使用する。 

 

＜実施例＞ 

材料：ヒト血漿（EDTA-2Na） 

エタノール（95%） 

ポリプロピレン製遠心チューブ（2 mL） 

冷却遠心機 MX-305 TOMY（Tube rack AR015-24） 

遠心エバポレータ CVE200D EYELA 

ガラスチューブ 12 x 100 mm Cat. No. D-12M NICHIDEN-RIKA GLASS 

ゴム栓 バキュームバイアルビン No.1 用ゴム栓 マルエム 

注射針 テルモ注射針 18G x 1 1/2’’ Cat.No. NN-1838R TERUMO 

1. ヒト血漿 0.12 mL をポリプロピレン製の遠心チューブに入れ、氷冷下で冷却する。 

2. 0.44 mL のエタノール（95%）をヒト血漿の入ったチューブに添加し、ボルテックスで

10 秒間撹拌する。 

3. 氷冷下で 30 分間インキュベートする。 

4. ボルテックスで撹拌後、10000 rpm で 10 分間（4℃）遠心する。 

5. 遠心後上清をデカンテーションでガラスチューブに回収する（各チューブ均等にでき

る限りほぼ全量を回収する）。 

6. ガラスチューブにゴム栓をし、パラフィルムで固定後注射針を各チューブに刺す。 

7. ガラスチューブを遠心エバポレータにセットし、室温で一晩遠心し完全に蒸発乾固さ

せる。 

8. 蒸発乾固させたサンプルにキット添付の緩衝液 0.12 mL を添加し、ボルテックスでよ

く撹拌する。 

9. アッセイに使用する。 

 

＜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、2.5 ng/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 1.25 

ng/mL の標準液を調製する。以下同様の希釈操作を繰り返し、0.625、0.313、0.156、

0.078 ng/mL の各標準液を調製する。 0 ng/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 0.078 ng/mL～2.5 ng/mL 

0.078 ng/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

0.078 ng/mL の標準液を 2 倍希釈し、0.039 ng/mL の標準液を設けることができます。

この場合、0.039 ng/mL～0.078 ng/mL の範囲の測定値の精度は上記有効測定範囲ほど

高くはありませんので、概算値として使用してください。 

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。 
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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 100L を入れ、ついで標準液または検体 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 4 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 2 時間振とうする（約 100 

rpm）。 

8. 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。 

9. 各ウエルに SA-HRP 溶液 100L を加える。 

10. 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）。 

11. 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。 

12. 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。 

13. 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。 

14. 各ウエルに酵素反応停止液 100L を加える。 

15. マイクロプレート用吸光度計にて 450 nm 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、CRF 標準液の各濃度の測定値から標準曲線を作成し、検体の CRF 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、CRF の濃度を読み取る。 
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Ⅴ. 操作上の注意 

 

1. ヒト血液は採取後、血漿を分離し、エタノール処理してください。直ちに処理できな

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。血液は EDTA-2Na 添加採血管で採取してく

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 1 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. 2.5 ng/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。 

13. 一部の試薬には、ヒトの血清を使用していますので取り扱いに注意してください

（HBsAG, HIV 1/2, HCV, HIV-1 AG または HIV-1 NAT, ALT および Syphilis は陰性で

す）。 
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VI. 基本性能 

＜標準曲線の一例＞  

 

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

0.01 0.1 1 10

CRF (ng/mL)

O
.D

. 
(4

5
0
n
m

)

      

 

＜添加回収試験＞ 

 

＜ヒト血漿 A＞    

Added CRF 

 (ng/ml) 

Observed 

(ng/ml) 

Expected 

 (ng/ml) 

Recovery  

(%) 

0.0  0.166      

0.1  0.226  0.266  84.96  

0.3  0.388  0.466  83.26  

1.0  1.015  1.166  87.05  

    

＜ヒト血漿Ｂ＞    

Added CRF 

 (ng/ml) 

Observed 

 (ng/ml) 

Expected  

(ng/ml) 

Recovery  

(%) 

0.0  0.149      

0.1  0.215  0.249  86.35  

0.3  0.387  0.449  86.19  

1.0  1.016  1.149  88.42  

    

＜ヒト血漿Ｃ＞    

Added CRF 

 (ng/ml) 

Observed 

 (ng/ml) 

Expected  

(ng/ml) 

Recovery 

 (%) 

0.0  0.139      

0.1  0.222  0.239  92.89  

0.3  0.382  0.439  87.02  

1.0  1.040  1.139  91.31  
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＜ヒト血漿Ｄ＞    

Added CRF  

(ng/ml) 

Observed 

 (ng/ml) 

Expected  

(ng/ml) 

Recovery 

 (%) 

0.0  0.159      

0.1  0.236  0.259  91.12  

0.3  0.394  0.459  85.84  

1.0  1.057  1.159  91.20  

    

＜ヒト血漿Ｅ＞    

Added CRF 

 (ng/ml) 

Observed  

(ng/ml) 

Expected 

 (ng/ml) 

Recovery  

(%) 

0.0  0.162      

0.1  0.209  0.262  79.77  

0.3  0.379  0.462  82.03  

1.0  0.988  1.162  85.03  

    

＜ヒト血漿Ｆ＞    

Added CRF 

 (ng/ml) 

Observed  

(ng/ml) 

Expected 

 (ng/ml) 

Recovery 

 (%) 

0.0  0.151      

0.1  0.204  0.251  81.27  

0.3  0.387  0.451  85.81  

1.0  1.054  1.151  91.57  

 

＜希釈試験＞ 

 

＜ヒト血漿 A＞    

Sample dilution Observed 

(ng/ml) 

Expected 

 (ng/ml) 

% of Expected 

X1 0.150  0.150    

X1.5  0.108  0.100  108.0  

X2.25 0.069  0.067  103.5  

 

＜ヒト血漿 B＞    

Sample dilution Observed 

(ng/ml) 

Expected 

 (ng/ml) 

% of Expected 

X1 0.183  0.183    

X1.5  0.114  0.122  93.4  

X2.25 0.052  0.081  63.9 
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＜ヒト血漿 C＞    

Sample dilution Observed 

(ng/ml) 

Expected 

 (ng/ml) 

% of Expected 

X1 0.188  0.188    

X1.5  0.146  0.125  116.5  

X2.25 0.088  0.084  105.3 

 

＜ヒト血漿 D＞    

Sample dilution Observed 

(ng/ml) 

Expected 

 (ng/ml) 

% of Expected 

X1 0.204  0.204    

X1.5  0.127  0.136  93.4  

X2.25 0.094  0.091  103.7 

 

＜ヒト血漿 E＞    

Sample dilution Observed 

(ng/ml) 

Expected 

 (ng/ml) 

% of Expected 

X1 0.151  0.151    

X1.5  0.102  0.101  101.3  

X2.25 0.061  0.067  90.9 

 

＜ヒト血漿 F＞    

Sample dilution Observed 

(ng/ml) 

Expected 

 (ng/ml) 

% of Expected 

X1 0.171  0.171    

X1.5  0.138  0.114  121.1  

X2.25 0.082  0.076  107.9 
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＜交差反応性＞  

  

関連ペプチド 交差反応性（%） 

       CRF(1-41) (Mouse, Rat, Human) 100 

       CRF(17-41) (Mouse, Rat, Human)  0.1 

       ACTH (Human)  0.01 

       ACTH (Mouse, Rat)  0.01 

       Urocortin 1(Human)  0.01 

       Urocortin 1(Mouse, Rat)  0.01 

       Urocortin 2 (Mouse)  0 

       Urocortin 3 (Mouse, Rat)  0 

       PACAP27 0 

       PACAP38 0 

       VIP (Human, Porcine) 0 

 

 

＜再現性試験＞ 

 

同時再現性：ヒト血漿  CV(%) 1.17～4.34     

日差再現性：ヒト血漿 CV(%) 1.46～9.15    

 

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 21 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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