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Spark™ 10M マルチ検出モードリーダー 

TRF 感度 
Fusion Optics の採用により、TRF 検出限界を最適化 

 

緒言 
 

特定の測定モードにおけるマイクロプレートリーダーの感度（また

は検出限界（DL））は、さまざまな因子によって左右される。まず装

置の設定は、感度測定結果に重大な影響を与える。蛍光強度（FI）

測定（時間分解蛍光（TRF）測定を含む）の場合、特定の装置およ

び蛍光色素に対して励起波長および蛍光波長を最適化しなけれ

ばならない。特定のアッセイ／用途に最適な励起波長および蛍光

波長は装置の構造によって変化し、蛍光色素の最大励起波長お

よび最大蛍光波長とは若干異なる可能性がある。したがってモノク

ロメーターベースであれフィルターベースであれ、いずれのマイク

ロプレートリーダーでも励起波長および蛍光波長を最適化する必

要がある。 

 

TRF 測定の場合には遅滞時間および積分時間も非常に重要なパ

ラメータであり、最適化しなければならない。遅滞時間とは、励起

からシグナル積分開始までの時間を指す。積分時間とは、その名

前が示す通り、シグナルを収集する時間を指す。一般的な蛍光強

度測定の場合、遅滞時間は 0、積分時間は 20～60 µs の範囲とな

る。TRF 測定の場合、遅滞時間は 50～300 µs、積分時間は 100

～600 µs の範囲となり、その値は蛍光色素分子（ユーロピウム、

テルビウムもしくはルテニウム）および使用するマイクロプレートリ

ーダーによって変化する。 

 

 

感度の最適化におけるもう一つの重要な因子として、フラッシュ数

があげられる。フラッシュ数とは、装置のフラッシュランプが発する

フラッシュの数、すなわち、標準的な結果を得るために蛍光色素分

子を励起させる回数を指す。フラッシュ数が増加すると、アッセイブ

ランク測定結果のばらつきが小さくなり、測定精度が高くなる。検

出限界はアッセイブランク測定結果の標準偏差に正比例するため、

検出限界が向上する（式 1 を参照）。フラッシュ数が減少すると測

定時間は短くなる一方、感度は低下する。したがってユーザーは、

各々の用途と個々の要件に合わせて感度／速度比を最適化しな

ければならない。 

 

待機時間とは、プレートを移動してから測定を開始するまでの時間

を指す。特にマルチウェルマイクロプレートフォーマットでは、待機

時間を利用することにより、ウェル間のばらつきを最小限に抑える

ことができる。ほとんどの場合、ウェル内の液体が無用に揺動する

のを防止するには、待機時間として 150 ms を設定すれば十分で

ある。液体の揺動は測定値の精度に悪影響を及ぼす可能性があ

る。さらに Z フォーカス機能の最適化やダイクロイックミラーの使用

など、装置の設定も測定値に重大な影響を及ぼす。したがって、測

定の実施に際しては装置の設定についても考慮しなければならない。 

測定を成功させるには、装置の設定の最適化に加え、いくつかの

アッセイパラメータも重要となる。測定能力を最大限に高めるには、

プレートタイプ、フォーマットおよび充填体積の最適化が必要となる。
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TRF 測定の場合には、その全てで白色マイクロプレートを使用す

ることが極めて重要となる。状況によっては、アッセイプロトコール

に特定の濃度が記載されている場合であっても、色素濃度を最適

化する必要も生じる。 

 

また確実な結果を得るためには、科学的に正しいデータ整理も必

要である。グラブス外れ値検定を使用すれば、ピペット操作または

プレート誤差による無用な外れ値を除外することができる(1)。アッ

セイブランク試料を含むウェルでは、この作業が特に重要となる。 

 

新型 Spark 10M リーダーは、Tecan 独自の Fusion Optics を搭載

しており、1 台のマルチ検出モードリーダーがフィルターとモノクロ

メーター（MCR）双方の長所を併せ持っている。この独創的な

Fusion Optics を利用すれば、Spark 10M にフィルター、Quad4 

Monochromators™、またはその双方を搭載することができる。そ

のためユーザーは、励起と蛍光の双方に対してフィルターとモノク

ロメーターを別々に選択することも、フィルターとモノクロメーターを

1 台の装置に搭載して使用し、さらには 1 回の測定に使用すること

もできる(3)。SparkControl™ソフトウェアを利用すれば、フィルター

もしくはモノクロメーター波長を簡単に選択することができる。 

 

本テクニカルノートでは、時間分解蛍光強度測定において、ユーロ

ピウムに対して実現しうる最も優れた検出限界の測定に使用した

最適な試験方法、装置の設定および統計式について説明する。 

 

材料及び方法 
 
装置 

 Spark 10M マルチ検出モードリーダー  

（Tecan、オーストリア） 

 

マイクロプレート 

 384 ウェル平底白色ポリスチロール 

（Greiner
®
 Bio-One、ドイツ） 

 

試薬 

 ユーロピウム（1 nM）（Perkin Elmer、米国）  

 Delfia
®
 Enhancement Solution（Perkin Elmer、米国）  

 

ピペット操作手順 

表 1 のプレートレイアウトに基づき、384 ウェルプレートに充填する

（充填体積：ウェル 1 個あたり 100 µl）。気泡を除去するため、プレ

ートを 500～2000 rpm で素早く遠心沈殿させた（Heraeus Labofuge 

400e）。 

 

表 1：TRF 測定用プレートレイアウト。Bl（ブランク） = Delfia Enhancement 
Solution、Fl（蛍光色素分子） = ユーロピウム（1 nM） 

 

測定パラメータ 

表 2 に示す装置の設定を用いて、プレートを 3 回測定した。最適

な結果を得るため、フラッシュ数を 150 に設定した。 

 

パラメータ 設定 

測定モード 時間分解蛍光測定 

励起 フィルター：340 (35) nm  

モノクロメーター：340 nm 

蛍光 フィルター：612 (10) nm  

モノクロメーター：617 nm 

フラッシュ数 150 

遅滞時間 100 µs 

積分時間 400 µs 

ゲイン Optimal（最適値） 

ミラー ダイクロイック（510 nm） 

表 2：Fusion Optics の各種組み合わせによる時間分解蛍光測定（ユーロピウ
ム）に使用した試験パラメータ 

 

データ整理 

グラブス外れ値検定（最大ノルム残差検定ともいう）を使用し、有

意な外れ値となったウェルの測定結果を除外した。この統計的検

定を使用し、正規分布母集団由来を仮定した上で、単変量データ

セットの外れ値を検出した(1)。GraphPad オンライン計算機を使用

し、有意水準 0.05 で検定を実施した(2)。外れ値を除外した後、式

1 に示すように検出限界を計算した。 

 

 

式 1：検出限界の計算 

濃度[Fl]：フルオレセインの最終濃度（単位 pM）  
平均値[Fl]：蛍光色素分子を充填したウェルの平均 RFU 値 
平均値[Bl]：ブランク試料を充填したウェルの平均 RFU 値 
標準偏差[Bl]：ブランク試料を充填したウェルの標準偏差 

 

各測定について、グラブス検定および検出限界の計算を実施した。

3 回測定した検出限界の値の平均値を計算し、それを使用して装

置の感度を測定した。 

 

検出限界 = 
（平均値[Fl]－平均値[Bl]） 

濃度[Fl] 
×3×標準偏差[Bl]
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結果 
 

検出限界が低いほど、装置の感度が高いことを示している。Spark 

10M の Fusion Optics の全ての組み合わせにおいて、検出限界は

非常に低い値を示した。したがって、装置の感度は非常に高い。こ

のことは、Spark 10M の Fusion Optics のどの組み合わせを使用

しても、性能を低下させることなく、標準的な時間分解蛍光強度測

定を実施することが可能であることを示唆している（表 3）。 

 
測定 モード    

番号 FF FM MF MM 

1 26.6 fM 

2.66 amol/ウェル 

41 fM 

4.1 amol/ウェル 

36.2 fM 

3.62 amol/ウェル

69.8 fM 

6.98 amol/ウェル

2 36.2 fM 

3.62 amol/ウェル 

43.8 fM 

4.38 amol/ウェル 

35.6 fM 

3.56 amol/ウェル

59.9 fM 

5.99 amol/ウェル

3 17.3 fM 

1.73 amol/ウェル 

41.4 fM 

4.14 amol/ウェル 

35.4 fM 

3.54 amol/ウェル

65.0 fM 

6.50 amol/ウェル

平均値 26.7 fM 

2.67 amol/ウェル 

42.1 fM 

4.21 amol/ウェル 

35.7 fM 

3.57 amol/ウェル

64.9 fM 

6.49 amol/ウェル

標準偏差 9.5 fM 

0.95 amol/ウェル 

1.5 fM 

0.15 amol/ウェル 

0.4 fM 

0.04 amol/ウェル

5.0 fM 

0.5 amol/ウェル

表 3：最適条件において Spark 10M リーダーを使用した場合の標準的なユーロ
ピウム検出限界。Fusion Optics の組み合わせごとにプレートを 3 回測定した。
FF = 両側にフィルター。FM = 励起側にフィルター、蛍光側にモノクロメーター。
MF = 励起側にモノクロメーター、蛍光側にフィルター。MM = 両側にモノクロメー
ター。 

 

 

 

 

 

 

 
※このアプリケーションノートは Tecan（本社 スイス）が
発行（原文 英語）し、テカンジャパンが日本語翻訳したも
のです。 
翻訳文の表現等に疑義が生じた場合は、原文をご参照くだ
さい。 

 

 

図 1：Fusion Optics で可能な各種組み合わせで比較したフルオレセイン相対検
出限界。エラーバーは標準偏差を示す。FF = 両側にフィルター。FM = 励起側に
フィルター、蛍光側にモノクロメーター。MF = 励起側にモノクロメーター、蛍光側
にフィルター。MM = 両側にモノクロメーター。 

 

 

要約 

 

以上の結果は、TRF 測定において Spark 10M マルチ検出モードリ

ーダーが優れた性能を備えていることを明確に示すものである。

上記の感度試験および装置の設定を利用すれば、検出限界を向

上させ、装置の感度を最大限に高めることができる。本テクニカル

ノートで論じた原理は、時間分解蛍光を利用した全ての用途に適

用することができる。ただし、システムの最適な設定は、アッセイお

よびユーザーの個々の要件（感度／速度比など）によって変化する。 
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Spark 10M は研究用途向けです。診断用途ではご使用いただけません。 
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