
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
機器のブランク測定はラボの研究者によって頻繁に⾏わ
れています。しかし Implen 社 NanoPhotometerm
または他の⾼品質な UV/VIS 分光光度計においてブ
ランク測定が何を意味するものか、またブランク測定がい
かに簡単にワークフローやその結果に⼤きな影響を及ぼ
すのかについてほとんどのユーザーは⼗分には理解してい
ません。 
ブランクの測定は、その⽇うちの最も重要な測定です。
ブランクが不正確、もしくはうまくいかない場合、全ての
測定値が不正確になってしまいます。そのため、本資料
ではブランクの科学的背景、また測定結果に悪影響を
及ぼす可能性のある要因について、いくつかご紹介しま
す。 
 
ランベルト・ベールの法則 1 
分光光度計で測定が⾏われる度、波⻑ごとの光強度
が機器によって記録され、透過率(T)が決定されます。 
 
T = l / l0 
 
(l)はサンプルを通過した後の光強度、(l0)は光強度の
初期値です。(A 吸光度)と(T)の関係は次の通りで
す。 
 
A = - log T = - log (l / l0) 
 
ブランク測定の度にブランク溶液の透過率が記録され、
サンプルの測定値を補正するためのバックグラウンドとして
分光光度計のコンピューターに保存されます。 
 
A = – log T = – log (I / Io)sample / (I / Io)blank 
= e・c・l 
 
(e)吸光係数 (c)濃度 (l)光路⻑ 
 
サンプルの吸光度は、分光光度計に保存されたバックグ
ラウンド（ブランクの吸光度）に⼤きく依存していること
が明⽩です。 

 
ここで、ブランクが不正確であるというだけで研究者が 1
⽇のハードワークを台無しにしないために、いくつかの⼿
順の概要を説明します。各ステップでは必ず新しいピペッ
トチップを使⽤してください。 
 
• ブランク測定のため、常に最初に新鮮な脱イオン⽔を
利⽤してください。測定部に 1 滴(1 - 1.5 μL)、ピペ
ットでアプライし、ブランク値を取得します。気泡を避け
るため、リバースピペッティング 2 をお勧めします。脱イオ
ン⽔を利⽤できない場合、開封直後の飲料⽔を利
⽤できます。容器を開封すると汚染の恐れがあるた
め、RNAse フリーと⾔われているものでも、開封済み
の⽔は使⽤しないでください。 

 
• ブランク測定後の脱イオン⽔を、清潔で乾燥したキム
ワイプで取り除きます。次に新鮮な脱イオン⽔を再度
アプライし、サンプルとして測定します。気泡を避けるた
め、リバースピペッティングをお勧めします。負のピークが
表⽰される場合や、またはスペクトルが⽔平の平坦な
線でない場合は、測定部が⼗分にクリーニングされて
いないか、ブランクに使⽤されている⽔が汚染されてい
ることを⽰しています。完全に平らなスペクトルが得られ
るまで、ブランクを繰り返します。 

 
• バッファーをアプライし、サンプルとして測定します。ここで
も、リバースピペッティングをお勧めします。バッファーには
通常、界⾯活性剤や気泡を⽣じるその他成分が含
まれています。界⾯活性剤などの泡を⽣じる成分を含
むバッファーを利⽤する場合は、必ずリバースピペッティ
ングをしてください。バッファーに、選択した波⻑範囲内
の光を吸収する成分が含まれている場合、すぐに 1 つ
または複数のピークが表⽰されます。これらのピークがサ
ンプルの測定範囲と⼀致しないことを確認してくださ
い。タンパク質や核酸の UV 測定での使⽤に適さない
バッファーまたは成分の例として、RIPA、Tween 20、
NDSB、Triton X があります。
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Figure 2: (A) Light scattering of turbid sample. The incoming 

 light is emitted by the cells/particles in the sample 

 randomly. This results in an outgoing stray light in 

 undefined direction.

 (B) Light absorption of clear sample. The incoming 

 light is reduced by sample absorption (outgoing 

 light) depending on sample concentration and wave- 

 length. The Beer-Lambert low describes the correlation 

 of  incoming/outgoing light and sample concentration.Figure 1:  Bacterial growth curve
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• ⼀部のバッファーは、時間の経過とともに劣化または変
化する可能性があります（pH など）。そのため新鮮
で汚染されていない溶液のみを使⽤し、サンプル測定
中にバッファーの性質が変わらないようにしてください。
pH、EDTA 濃度の変化などは測定値に影響を及ぼ
すため、結果の精度(総濃度、⽐率)にも影響を及ぼ
します。 

• バッファーがサンプルに⼲渉しないことが確認できたら、
バッファーをブランクとして記録し、バッファーの寄与を補
正することができます。バッファーをアプライしてブランクを
押すだけです。新しいバッファーを再度アプライしサンプ
ルとして測定して、⽔平の平らな線が表⽰されることを
確認します。 

 
 
 
 

クリーニングは、最初に湿らせたキムワイプで⾏い、次に乾
いたワイプで測定部と Lid のミラーから残っている⽔分を
取り除きます。必要に応じて 70%アルコールを使⽤し、
⽔に溶けない汚染物質を取り除きます。アルコールは UV
の⾼い範囲で吸光度を⽰す可能性があるため、アルコー
ルの後は、⽔で湿らせたキムワイプと乾いたワイプでクリーニ
ングします。表⾯にアルコールが残っていないことを確認す
る必要があります。誤って汚染物質が混⼊しないように、
常に新鮮な脱イオン⽔を使⽤してください。 
 
リバースピペッティング 2 について︓リバースピペッティング
は、泡や泡の形成を減らすため、泡⽴ちやすい溶液を分
注する際に⼀般的に推奨される⼿法です。タンパク質、
核酸、またはその他の少量の液体を分注する場合、フォ
ワードピペッティングよりもリバースピペッティングの⽅が、はる
かに正確です。リバースピペッティングは、次の⼿順に従い
⾏ってください。 
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Proper cleaning is best done with a moistened Kimwipe™ 
first and then with a dry wipe to remove remaining moisture 
from the measurement window and the mirror in the lid. If 
necessary, a 70/30 alcohol/water solution can be used to 
remove contaminants not soluble in water. A water moistened 
wipe and then a dry wipe should always follow cleaning with 
alcohol to make sure no alcohol remains on the surfaces 
as  alcohol can show absorbance in the higher UV range. 
Remember to always use fresh deionized water to avoid 
accidentally introducing contaminants through the back door.

About Reverse Pipetting2: Reverse pipetting is a technique 
generally recommended to dispense solutions with a 
tendency to foam as it reduces foam or bubble formation. In 
comparison to forward pipetting, reverse pipetting is much 
more precise when dispensing small volumes of  liquids 
containing proteins, nucleic acids or any other solutions. To 
reverse pipette please follow the workflow described below:

1. Make sure the correct tip is attached to the pipette. 
Push the plunger all the way to the second stop. Put 
the tip into the sample vessel deep enough to ensure 
sufficient volume is available to be aspired.

2. Slowly release the plunger until it is back in the original 
starting position. 

3. Dispense the liquid by gently pressing the plunger to the 
first stop, some liquid including potential foam and air 
bubbles will remain inside the tip.

4. You may return any left-over sample in the tip back into 
the sample vessel if  desired.

5. Eject the tip.

The Implen NanoPhotometer® is equipped with Blank 
Control™, a novel technology that will help to identify 
potential contaminations as well as potential background of 
a buffer automatically (https://www.implen.de/wp-content/
uploads/docs/3_TechnicalNote_Blank_Control.pdf). Still it 
is recommended to manually secure a good Blank following 
the protocol described in this publication, especially for the 
determination of  ultra-low concentration samples.
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1. 正しいチップがピペットに取り付けられていることを確認
します。プランジャーを 2 段⽬まで押し込みます。吸引
するのに⼗分な深さまで、サンプル容器にチップを⼊れ
ます。 

2. プランジャーをゆっくりと元の位置に戻します。 
3. プランジャーを 1 段⽬まで静かに押して液体を分注し

ます。潜在的な泡や気泡を含む液体がチップ内に残り
ます。 

4. 必要に応じて、チップに残ったサンプルをサンプル容器に
戻すことができます。 

5. チップを外します。 
 
Implen 社 NanoPhotometer には、ブランクコントロー
ルという機能を備えています。これはバッファーの汚染と潜
在的なバックグラウンドを⾃動的に特定するのに役⽴つ新
しいテクノロジーです。特に超低濃度サンプルの測定で
は、このアプリケーションノートに記載されているプロトコルに
従って、適切なブランク測定を⾏われることをお勧めしま
す。 
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