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イントロダクション 

Jess™は、蛍光と化学発光でタンパク質を検出することが

できるだけでなく、さらに2つの異なるタンパク質ノーマ

ライゼーション方法も提供します。Abby™は、化学発光

検出や総タンパク質ノーマライゼーションにより、実

験の柔軟性も提供します。メソッドを最適化すること

で、より信頼性の高い定量性のあるデータを得ることが

できます。このガイドでは、RePlex™アッセイのメソッ

ド開発に焦点を当てています。このRePlex™アッセイに

より1回の測定で2つの連続イムノアッセイもしくはイム

ノアッセイに続いて総タンパク質アッセイを行うことが

できます。これは、一度の測定操作で、2サイクル（プロ

ーブ1とプローブ2）のプロービングを行います。このガ 

 

イドは、すでにJessもしくはAbbyで標的タンパク質の検

出条件を最適化したことを前提としています。最適化

の 詳 細 に つ い て は 、 “Simple Western Size Assay 

Development Flowchart”を参照してください。 

Jessは、複数の標的タンパク質を検出するための複数の

選択肢と、総タンパク質ノーマライゼーションを行う

ための2つの異なる方法を提供します。Abbyも、RePlex

で化学発光を使用して複数のターゲットを検出する

ことができます。このガイドではRePlexアッセイの開

発に焦点を当てますが、他のアッセイと比較して、Jess

とAbbyでRePlex™アッセイをどのような場合に使用す

るかについてのフローチャートを以下に示します: 

 

アッセイ選択の概要 – 

  1つの標的タンパク質の場合 

アッセイ選択の概要 – 

2つ以上の標的タンパク質の場合 

イムノアッセイの1キャピラリーあたりの標的数 

 

標的1つ 

 

高い感度が必要 

いいえ  はい 

 蛍光 化学発光 

 

 

 
総タンパク質でノーマライズ必要?  

(サンプル濃度に基づく) 

 
0.2–1.2 mg/mL 0.005–0.2 mg/mL 

 

タンパク質ノ

ーマライゼー

ションでJessア

ッセイを実行 

総タンパク質ア 

ッセイでRePlex 

を実行 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

RePlex: プローブ2で化学発光検出する場合は、プローブ1で、標的タンパク質をより弱い化学発光シグナルで検出、もしくは蛍光検出(Jessのみ)することを推

奨。 

マルチプレックス: 複数の一次抗体を混合するアッセイや、該当する場合、複数の二次抗体を混合するアッセイ。 

*混合する各抗体の抗体交差反応性、ダイナミックレンジ、バックグラウンドレベルを確認してください。 

イムノアッセイの1キャピラリーあたりの標的数 
 

2つ以上の標的 

 

標的の分子量 

同じ 

化学発光で両方の標的を検出? 

異なる 

はい いいえ 1次抗体混ぜられる?* 

RePlexで2つの

イムノアッセイ 
はい いいえ 

 

タンパク質量でノー

マライゼーション? 

RePlexで2つの

イムノアッセイ 

いいえ はい 

Multiplexで

Jessアッセイ

を実行 

サンプル濃度 

0.2–1.2 mg/mL 0.005–0.2 mg/mL 

タンパク質

ノーマライ

ゼーション

でJessアッセ

イを実行 

総タンパク質 

アッセイで 

RePlexを実行 

 

https://www.proteinsimple.com/documents/Simple_Western_Size_Assay_Development_Flowchart_RevB.pdf
https://www.proteinsimple.com/documents/Simple_Western_Size_Assay_Development_Flowchart_RevB.pdf
https://www.proteinsimple.com/documents/Simple_Western_Size_Assay_Development_Flowchart_RevB.pdf


RePlexメソッド開発ガイド 

3 

 

 

2つのイムノアッセイ 

プロービングを2サイクル行うRePlex™アッセイを行い、

複数抗体で2つの標的タンパク質を検出、もしくは2つの抗

体で1つの標的タンパク質を検出する場合、プローブ1でよ

り発現量の少ないタンパク質またはより不安定な翻訳後修

飾された分子をプロービングすることをお勧めします。 

RePlexアッセイを行う場合、個別に最適化し決定した各抗

体の条件を使用する必要があります。定量性のある結果を

得るには、アッセイで使用するライセート濃度は、各抗体

においてシグナルがライセート濃度と直線性を示す同じ濃

度範囲で行う必要があります。Jess™の化学発光と蛍光の

ダイナミックレンジの詳細については、アプリケーション

ノート“Multiplexed Western Blotting Redefined: Superplexing 

on Jess” (PL7-0047)を参照してください。Abbyにおける化

学発光のダイナミックレンジは、アプリケーションノ

ートに記載されている値と同様であると予想されます。

さらに、化学発光で検出する場合、使用する抗体で得られ

るシグナルは、すべての露光時間で安定している必要があ

ります。 Compass for Simple WesternのAll Exposuresオプシ

ョンでグラフを表示すると、シグナルの減衰を簡単かつ迅

速に調べることができます（図1A）。プローブ1で使用す

る抗体は、ベースラインが極端に高くなるものや、露光時

間の増加に伴って有意なシグナル減衰を示すようなもので

はいけません（図1B）。シグナル減衰のない理想的な標

的タンパク質のシグナル例を図1Cに示します。シグナル

ピークは、一連の露光時間全体にわたって十分に重なって

いることに注意してください。 

2つの最適化された抗体で初めてRePlexアッセイをセット

アップする場合、図2に示すように、プレートレイアウト

の一部として、アッセイにコントロールを含めることをお

勧めします。これらのコントロールを含めることで、最適

なプロービング順序と抗体除去率を決めることができます。

両方のプロービングステップで化学発光を使用して、同じ

分子量（MW）の2つの標的タンパク質を検出する場合は、

図4で示す新たに追加されたコントロールを参照してくだ

さい。  
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図1.Compass for Simple WesternのグラフオプションのAll Exposures

にチェックを入れると（A）、シグナルの減衰を識別するのに役立

ちます。ベースラインが高い（上）またはシグナルピークが高い

（下）抗体は、ベースラインまたはシグナルピークを露光時間全体

で比較すると、シグナル減衰（B）を示すことがあります。一連の                                    

露光時間で安定したシグナルを示す抗体を使用すると、複数の露光

時間によるシグナルは重なります（C）。 

 

 

 
 
 

 

 
 
 

 

 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

C 

https://www.proteinsimple.com/documents/PL7-0047_RevC_Multiplexed_Western_Blotting_Redefined_AN.pdf
https://www.proteinsimple.com/documents/PL7-0047_RevC_Multiplexed_Western_Blotting_Redefined_AN.pdf
https://www.proteinsimple.com/documents/PL7-0047_RevC_Multiplexed_Western_Blotting_Redefined_AN.pdf
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キャピラリー/プレートのウェル 

1 2 3 4 5 6 7 

A 

B 

C 

D 

E 

F 

 

目的 

 

抗体のプロービングの順序を決定

します 

プローブ1のプローブ2への影響を

見るためのコントロール; 一次抗体

の安定性を決定します 

抗体除去率を決定します 

図2. 2つの標的タンパク質を検出する条件を最適化するときの初回のRePlexアッセイのレイアウトの概要。 このレイアウトは、1枚のプレー

ト内で3回繰り返すことができ、3つの標的タンパク質/抗体ペアを最適化することができます。 

 

プロービングの順序の決定と一次抗体の安定性のチェック 

図2のアッセイを実行した後、プロービングに使用する

抗体の順序を、以下のようにデータを確認して決定し

ます: 

• 2番目と4番目のキャピラリーの一次抗体Aによるシグ

ナルを比較します。4番目のキャピラリーのシグナル

の方が低い場合は、その抗体をプローブ1で使用する

必要があります。この抗体によるシグナルが両方の

キャピラリーで似ている場合は、プローブ1またはプ

ローブ2のどちらでも使用できます。 

• 3番目と5番目のキャピラリーの一次抗体Bによるシグ

ナルを比較します。5番目のキャピラリーのシグナル

の方が低い場合は、その抗体をプローブ1で使用する

必要があります。この抗体によるシグナルが両方の

キャピラリーで似ている場合は、プローブ1またはプ

ローブ2のどちらでも使用できます。 

注:場合によっては、プローブ2でより高いシグナルが観察さ

れます。RePlex™アッセイでは、異なるサンプルを比較する

場合、いずれかのプロービングステップ（プローブ1または2）

で比較することを常にお勧めします。異なるプロービングス

テップ間で、同一抗体によるシグナルを定量または比較しな

いでください! 

 
プローブ1のプローブ2への影響を特定 

図2のアッセイを実行した後、プローブ1で実行したイ

ムノアッセイにより生じるプローブ2への影響を、以

下のようにデータを確認することで識別します: 

• 3番目と4番目のキャピラリーの一次抗体Aによるシグ

ナルを比較します。3番目のキャピラリーのシグナル

の方が低い場合は、その抗体をプローブ1で使用する

必要があります。この抗体によるシグナルが両方の

キャピラリーで似ている場合は、プローブ1またはプ

ローブ2のどちらでも使用できます。 

• 2番目と5番目のキャピラリーの一次抗体Bによるシグ

ナルを比較します。2番目のキャピラリーのシグナル

の方が低い場合は、その抗体をプローブ1で使用する

必要があります。この抗体によるシグナルが両方の

キャピラリーで似ている場合は、プローブ1またはプ

ローブ2のどちらでも使用できます。 

 

抗体の除去効率の計算 

プローブ1とプローブ2の間のステップの抗体除去率は

抗体に依存する可能性があるため、抗体除去率を確認

することが重要です。プローブ1由来の残留抗体がプロ

ーブ2ステップに持ち越され、プローブ2の二次抗体が

プローブ1の二次抗体と同じ生物種由来の場合や異なる

生物種の抗体への非特異反応が取り除かれていない場

合、キャリーオーバーシグナルが予想され、プローブ2

の正確な定量に影響を及ぼします。抗体の除去率は、

プローブ1由来の一次抗体と二次抗体を除去後、プロー

ブ2においてプローブ1と同一の二次抗体で再度プロー

ビングして決定します（図2の6番目と7番目のキャピラ

リー）。これにより、プローブ1による残留一次抗体が

検出されます。抗体の除去率は、次のように計算しま

す。: 

(プローブ1のピーク面積- プローブ2のピーク面積) 
(プローブ 1のピーク面積 )  ×100 =抗体の除去率 (%) 

プ
レ
ー
ト
行

 

Biot. Ladder サンプル1 

Antibody Diluent 

ブロッキング 一次抗体A 一次抗体B Antibody Diluent 一次抗体A 一次抗体B 

Streptavidin 二次抗体A 二次抗体B Antibody Diluent 二次抗体A 二次抗体B 

ブロッキング 一次抗体B 一次抗体A 一次抗体B Antibody Diluent 

ブロッキング 二次抗体B 二次抗体A 二次抗体B 二次抗体A 二次抗体B 
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リン酸化STAT1抗体の抗体除去率の計算例を図3に示し

ます。抗体除去率は少なくとも95％以上でなければい

けません。それより低い場合、その抗体はRePlex™ア

ッセイのプローブ2でのみ使用する必要があります。 

 
同じ分子量の2つの標的タンパク質を化学発光で検出 

RePlexアッセイは、各標的タンパク質を別々のプロー

ビングステップでプローブすることで、同じ分子量の2

つの標的タンパク質を化学発光検出することを可能に

します。このアッセイの最も一般的な使用例の1つは、

両方の1次抗体が同じ生物種由来である場合など、同じ

インキュベーションステップで抗体を組み合わせるこ

とができない場合に、標的タンパク質のリン酸化およ

びトータルタンパク質の検出です。これらのタイプの
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12 40 66 116 180 230 

MW (kDa) 

 
(2091248-16177) 

2091248 ×100 = 99.2%の抗体除去率 

アッセイでは、図4で要約されているような以下のコン

トロールとプレートのセットアップをお勧めします。

この実験では、リン酸化タンパク質を含んでいるサン

プルを使用します。一回の測定で最適なアッセイ条件

をより迅速に決定するために、いくつかのライセート

濃度が含まれています。これらの濃度は2〜3倍の連続

希釈である必要があります。図2と同じコントロールが

このプレートマップにも含まれており、このガイドで 

図3.リン酸化STAT1抗体の抗体除去率の計算。グラフビューは、プ

ローブ1とプローブ2による結果を重ねて表示しており、プローブ2

による結果の拡大図（挿入図）も表示している。プローブ1とプロ

ーブ2のピーク面積で、抗体除去率を計算する。 

キャピラリー/プレートウェル 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

 
A 

B 

C 

D 

E 

F 

 
 
 
 

 

 
図 4.リン酸化タンパク質とトータルタンパク質を検出するそれぞれの抗体を使用してRePlexアッセイを最適化するプレート設定。このレ

イアウトは、1枚のプレート内で2回繰り返すことができ、2つの標的タンパク質/抗体ペアを最適化することができる。  

プ
レ
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Biot. 

Ladder 
低いライセ

ート濃度 

低-中濃度のラ

イセート濃度 

中-高濃度のラ

イセート濃度 

 

高いライセート濃度 

 

Antibody Diluent 

 

ブロッキング 
リン酸化  

抗体(X) 

トータル  

抗体(Y) 

リン酸化 

抗体(X) 

トータル 

抗体(Y) 

リン酸化 

抗体(X) 

トータル 
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目的 

 

抗体でのプロービン

グの順序を決定する 

低いライセート濃度 

 

抗体でのプロービン

グの順序を決定する 

低-中濃度のライセ

ート濃度 

 

抗体でのプロービン

グの順序を決定する 

中-高濃度のライセ

ート濃度 

 

抗体でのプロービン

グの順序を決定する 

高いライセート濃度 

プローブ2におい

てプローブ1の影

響を見るためのコ

ントロール; 一次

抗体の安定性を決

定する 

 
抗体除去率を決定す

る 

 

残留リン酸化STAT1抗体 (プローブ 2) 

ピーク面積 = 16177 

リン酸化STAT1 

リン酸化STAT1抗体 (プローブ1) 

ピーク面積= 2091248 

リン酸化STAT1 
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前述したように、プローブの順序、プローブ2に及ぼ

すプローブ1の影響、および抗体除去率を決定するた

めに使用することができます。 

 
最適なライセート濃度の決定 

図4のプレートレイアウトは、RePlex™アッセイで使用

する最適化なライセート濃度を決定するのに役立ちま

す。All Exposuresにチェックを入れて、プローブ1にお

いて、最もライセート濃度の高いサンプルでシグナル

減衰を確認します（リン酸化抗体の場合は8番目と12番

目のキャピラリー、トータル抗体の場合は9番目と13番

目のキャピラリー）。 

• 1つの抗体のみが短い露光時間（16秒未満）でシグナ

ル減衰を示す場合は、その抗体をプローブ2で使用す

る必要があります。 

■ 定量のヒント:シグナルの減衰を示さないライセー

ト濃度を使用することをお勧めします。 

• 両方の抗体が短い露光時間（16秒未満）でシグナル

減衰を示す場合は、より低い濃度のライセートを使

用する必要があります。より低い濃度のライセート

を流したキャピラリー（2〜7番目のキャピラリー）

を確認し、両方の標的タンパク質が検出される濃度

を選択します。図5は、ライセート濃度が低いとシグ

ナル減衰がどのように減少するかの例を示していま

す。 

より低い濃度のライセートで両方の標的タンパク質を

検出できない場合: 

• Jessのみ:プローブ1でシグナルが最も高い標的タンパ

ク質をNIR検出し、プローブ2で第2の標的タンパク質

を化学発光で検出します。 

■ 定量のヒント: NIRシグナルが、濃度依存的にシグ

ナルの直線性の範囲にあることを確認するために、

フォローアップの検証測定をお勧めします。 

• JessとAbby: RePlexアッセイのプローブ1で単一の化

学発光露光時間に設定します。All Exposuresビューを

使い、シグナルが安定している最長の化学発光露光

時間を選択します。RePlexアッセイで、Compass for 

Simple WesternのDetection ProfileのRePlex Dynamic 

Rangeのチェックを外し、最適な単一の露光時間を

手入力します（図6）。 

• シグナル減衰を示す抗体を代えるために代替えの一

次抗体を探します。 

■ 定量のヒント: 代わりの抗体のシグナルが、使用す

るライセート濃度で濃度依存的にシグナルの直線

性の範囲にあることを確認するために、フォロー

アップの検証測定をお勧めします。 

 
 

 

 
 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

図5.ライセート濃度を下げると、化学発光によるシグナルの減衰が軽減される。20倍希釈のA431ライセート中のリン酸化EGFRを検出す

ると、Compass for Simple WesternのAll Exposuresで観察されるようにシグナルが減衰する（A）。サンプル濃度を下げて60倍希釈のライセ

ートを使用すると、各露光時間で取得したシグナルがより重なっており、より安定したシグナルとなる（B）。 

20倍希釈のA431ライセート中の

リン酸化EGFR検出 

60倍希釈のA431ライセート中の

リン酸化EGFR検出 
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プローブ2のシグナル 
c-Jun 

 

プローブ1での標的タンパク質と同じ分子量の標的タンパ

ク質をプローブ2で検出するために化学発光誘導ダメージ

の確認 

 

化学発光イムノアッセイでは、二次抗体のHorseradish 

peroxidase（HRP）は、アッセイでシグナルとして検出

される光に加えて、ルミノールとの反応中に高濃度で

局所的なフリーラジカルを生成します1。プローブ1で

フリーラジカルが大量に生成されると、これらのラジ

カルはプローブ2で使用する抗体が認識する近くの抗

原に損傷を与えることがあります。したがって、

RePlex™化学発光アッセイでは、プローブ1で検出する

標的タンパク質と同じ分子量の標的タンパク質のシグ

ナルがプローブ2で影響を受ける可能性があります。 

例として図4のプレート設定とトータル/リン酸化抗体

モデルを使用して、化学発光誘導ダメージが起こった

かどうかを確認するために、プローブ2での8番目と11

番目のキャピラリーのトータル抗体によるシグナルを

比較します。8番目のキャピラリーのシグナルが著し

く低い場合（> 20％）、プローブ1で使用しているリン

酸化抗体によるシグナルは、抗原の損傷を引き起こす

のに十分高いシグナルであった可能性があります。図

7は、この影響の例を示しており、3T3ライセート内の

c-Junシグナルは、11番目よりも8番目のキャピラリー

の方がはるかに低くなっています。 

 

 

図6. Compass for Simple WesternでRePlex化学発光アッセイを単一の露

光時間に変更 
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図7.プローブ1のリン酸化c-Junの化学発光検出によるプローブ2の3T3ライセート中のc-Junシグナルの減少。図4のプレートレイアウトで測定

すると、8番目のキャピラリーのトータルc-Junシグナル（プローブ2）は、11番目のキャピラリーのシグナル（左）よりもはるかに低く、

RePlexで高濃度の3T3ライセートを使用する場合、プローブ1でリン酸化c-Junを検出をすることは避けなければならないことを示唆してい

る。レーンビュー（右）は、プローブ1とプローブ2におけるシグナルを示している。 
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• プローブ2で検出した標的タンパク質で化学発光誘導

ダメージを観察し、異なるプロービング順序でアッセ

イを行えない場合、より低い濃度のライセートでアッ

セイを行う必要があります。低い濃度のライセートを

流したキャピラリー（2〜7番目のキャピラリー）を確

認し、両方の標的タンパク質が検出される濃度を選択

します。 

より低い濃度のライセートで両方の標的タンパク質を

検出できない場合: 

• Jessのみ:プローブ1でシグナルが最も高い標的タンパ

ク質をNIR検出します。プローブ2で2番目の標的タン

パク質を化学発光で検出します。 

■ 定量のヒント: NIRシグナルが、高濃度の標的の場合、

シグナルの直線性の範囲にあることを確認するため

に、フォローアップの検証測定をお勧めします。 

• JessとAbby: RePlex™アッセイのプローブ1では、単

一の化学発光露光時間でシグナルを検出します。All 

Exposuresビューで、化学発光シグナルが安定してい

る最長の露光時間を選択します。RePlexアッセイで、

Compass for Simple WesternのDetection ProfileのRePlex 

Dynamic  

Rangeのチェックを外し、最適な単一の露光時間を手

入力します（図6）。 

• シグナル減衰を示す抗体を代えるために代替え一次抗

体を探します。 

■ 定量のヒント: 代わりの抗体のシグナルが、使用す

るライセート濃度で濃度依存的にシグナルの直線性

の範囲にあることを確認するために、フォローアッ

プの検証測定をお勧めします。 

 
総タンパク質でイムノアッセイ 

RePlexを使用すると、Total Protein Detection Module

（P/N DM-TP01）の化学発光総タンパク質アッセイを

イムノアッセイと組み合わせて、総タンパク質シグナ

ルでノーマライズすることができます。総タンパク質

アッセイはRePlexアッセイのプローブ2で実行され、

0.005〜0.2mg/mLのライセートタンパク質濃度で最適に

機能します。この濃度範囲でより良い総タンパク質ア

ッセイの直線性を得ることができます。図8は、線形回

帰分析により、HeLaライセートの総タンパク質シグナ

ルの線形範囲は0.01〜0.2 mg/mLであることを示してい  

A 
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図8. 総タンパク質アッセイでHeLaライセート濃度依存的にシグナ

ルの直線性が保たれる濃度範囲を確立。HeLaライセートを0.01か

ら1mg/mLまで滴定し、Total Protein Detection Module（DM-TP01）

でタンパク質含有量を検出した。Compass for Simple Westernのグラ

フビュー（A）とHeLaライセートの総タンパク質のピーク面積の

平均（B）。線形回帰分析は、このライセートのアッセイの線形範

囲が0.01〜0.2mg/mLであることを示している（R²= 0.9922）（C）。 
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タンパク質のノーマライゼーションにTotal Protein 

Detection ModuleでRePlexアッセイを行う場合、次の

こともお勧めします: 

1. 標的タンパク質のシグナルはシグナルの減衰を示

していない(図5参照)。 

2. イムノアッセイは、アッセイの線形範囲にあり、

標的タンパク質のシグナルは、アッセイプレート

にロードしたサンプル量と直線関係を示します。 

図9. RePlexを使用したタンパク質のノーマライゼーションでは、

HeLaライセートの濃度が増加しても、同等の14-3-3シグナルを

示す。HeLaライセート（0.01～0.2 mg/mL）をサイズで分離し、

プローブ1では14-3-3抗体でプローブ後、プローブ2で総タンパ

ク質アッセイを行った。 14-3-3の発現をノーマライゼーション

前（青い棒）後（オレンジの棒）のピーク面積で示している。 

 

 

ます（R²= 0.9922）。ライセート濃度とシグナルが直線

範囲に収まるような抗体とライセートの最適な条件を決

定したら、RePlex™アッセイで定量性のあるノーマライ

ゼーションを行うことができます。図9は、最高濃度の

ライセートをノーマライゼーションの基準として、HeLa

ライセート内の14-3-3シグナルのノーマライゼーション

の例を示しています。予想通り、ライセート濃度（青い

棒）が増加するにつれて、14-3-3シグナル（平均ピーク

面積）も増加しています。14-3-3シグナルをRePlexアッ

セイで得た総タンパク質面積でノーマライゼーションす

ると、すべてのライセート濃度で同様のピーク面積を得

ることができました（オレンジ色の棒）。 

3.  Biotin Labeling reagentは、プレートにロードする

直前に調製します。 
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