
はじめに
BCAタンパク質アッセイは、タン
パク質濃度決定のためにもっとも
使用されるアッセイの一つです。
分析時間が短く直線性範囲が広
く、界面活性剤との適合が良好
で、他の方法と比較してタンパク
質間のばらつきがより小さい特性
があります。
アッセイの最初のステップは、アルカリ溶液中のタンパク質によ
るCu2+のCu1+への還元であり、ビウレット反応とも呼ばれてい
ます。次に、図1に示すように、一つのCu1+イオンと2分子のビ
シンコニン酸（BCA）とのキレート化によって、紫色の生成物が
形成されます。BCA-銅錯体は、562 nmで強い吸光度を示し、
広い範囲でタンパク質濃度に正比例します。タンパク質濃度は、
ウシ血清アルブミン（BSA）のような一般的なタンパク質の標
準を参照して決定されます。BCA-銅を添加した濃度の異なる
一連のタンパク質溶液を調製することで、未知のサンプル中の
タンパク質の濃度を決定するための検量線を構築できます。

実験と結果
すべての測定には、キセノンフラッシュランプおよびデュアルシ
リコンフォトダイオード検出器によるデュアルビーム光学系を搭
載したThermo Scientific™ BioMate™ 160紫外可視分光光
度計を使用しました。サンプルは、光路長10 mmのディスポー
ザブル 4. 5mL メタクリレートキュベットセルを用いて分析しま
した。この実験には、BCA試薬AおよびB、アルブミン標準アン
プルBCAを含むThermo Scientific™ Pierce™ BCAタンパク
質アッセイキット（No. 23227）を使用しました。 

まずBCA試薬A50当量とBCA試薬B1当量を混合し、BCA作業
試薬を調製しました。この実験では、20 mLのBCA試薬Aを0.4 
mLのBCA試薬Bと混合しました。この溶液は、室温で数日間安
定です。ウシ血清アルブミン（BSA）タンパク質標準を、表1に示
すようにバイアル中で調製しました。2 mg/mL濃度のBSA溶液
1 mLを原液とし、脱イオン水を用いて希釈しました。ブランク
溶液の調製に使用したバイアル7には水のみを加えました。 

t BioMate 160紫外可視分
光光度計および8セルチェン
ジャー

 図1. BCA-銅錯体
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表1. タンパク質標準溶液の調製

バイアル 希釈液（µL） BSA 液の容量（µL） 最終濃度（mg/mL）

1 0 原液300 2.000

2 125 原液375 1.500

3 325 原液325 1.000

4 325 バイアル3溶液の325 0.500

5 325 バイアル4溶液の325 0.250

6 450 バイアル5溶液の50 0.025

7 400 0 0



図2.  タンパク質BCA
メソッド設定

図3.  8セルチェンジャー 
アクセサリ設定

図4.  タンパク質標準品のスペクトルおよび
その結果の検量線。未知試料は緑色の
点で表示。標準物質のスペクトルは、ス
キャン法を用いて別々に測定し、グラフ
化しました。

続いて、表1の各標準液0.1 mLと未知の溶液を、個別にラベル
付けしたキュベットにピペットで入れました。作業試薬2.0 mLを
各キュベットに添加して溶液を十分に混合し、室温で2時間反応
させた後、分光分析を行いました。水浴を用いて試料を37˚Cで
インキュベートする場合、反応時間を30分に短縮することがで
きます。

BCA法は真のエンドポイント法ではないため、サンプル間の一
貫性を確保するためには、すべてのサンプルを短時間（<10分）
で分析することが重要です。8セルチェンジャーアクセサリは、
サンプル分析間の時間ギャップを短縮できるため、シングルセ
ルでの測定よりも、このアプリケーションに適しています。

標準試料および未知試料を、BioMate160分光光度計タッチス
クリーンソフトウエアに含まれるProtein BCAメソッドを使用
して分析しました。この方法の実験パラメーターを図2に示しま
す。8セルチェンジャーアクセサリのセットアップ画面を図3に示
します。

ブランク溶液をポジション1に、未知試料をポジション8に設置
し、すべての試料の562 nmにおける吸光度を測定しました。標
準試料（ポジション2～7）の吸光度値に直線回帰を自動的に適
用し、検量線を作成しました（図4）。検量線の相関係数（r2）は
0.997であり、測定濃度範囲で高い直線性を示しました。標準
および未知物質の吸光度データを表2に示します。確立された
検量線を使用し、未知試料の濃度は1.252 mg/mLと決定され
ました。

表2. タンパク質標準試料および未知試料の吸光度データ

サンプル 濃度 
（mg/mL） 吸光度

標準1 0.025 0.026

標準2 0.250 0.314

標準3 0.500 0.593

標準4 1.000 1.080

標準5 1.500 1.569

標準6 2.000 1.983

不明 1.252 1.295



結論
BioMate160紫外可視分光光度計および8セルチェンジャーを使
用し、BCA タンパク質アッセイを用いて未知のタンパク質試料
の濃度を測定しました。BCA法は、タンパク質濃度を測定するた
めにもっとも広く使用されているアッセイの一つです。これは、直
線性の範囲が広く、他の方法よりもタンパク質間のばらつきが少
ない高感度な方法です。BioMate160紫外可視分光光度計ソフト
ウエアにインストールされているProtein BCAメソッドと、8セル
チェンジャーアクセサリを組み合わせて使用することで、未知試
料のタンパク質濃度を簡単に測定することができます。
検量線は自動的に作成され、未知のタンパク質濃度が直ちに計
算されます。
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