
ハウスキーピングタンパク質は、タン
パク質の標準化（PN）においては信頼
性の低い標準物質です。Simple
Westernのテクノロジーを用いると、
高濃度ライセートサンプルでも、迅速
かつ再現性高く総タンパク質標準化
(TPN) を行うことができます。

イントロダクション
Simple Western™テクノロジーを備えたJessTM システ
ムは、細胞や 組織溶解液中のタンパク質発現を正確に
定量測定できます。Jessを用いると、正確なタンパク
質発現測定のためのワークフローにTPNを簡単に実行
し、いくつかの応用性の高い方法を利用することがで
きます。

RePlexとNIR検出を用いた
総タンパク質ノーマライゼーション
高濃度ライセートサンプル中の低発現標的タンパク質の    
発現解析プロトコル

PNチャネルを使用したTPNでは、化学発光または蛍光プ
ローブを用いたイムノアッセイで標的タンパク質を検出
し、同じキャピラリー内で総タンパク質も検出できます。
一方、RePlex と化学発光検出を使用した TPN で
は、RePlexを使用してイムノアッセイの抗体を除去後、
化学発光で総タンパク質を検出できます。

本プロトコルでは、RePlex と NIR 検出を使用した TPN 
という第三の方法について説明します。RePlexを使用し
て、化学発光もしくは蛍光プローブを用いたイムノアッセ
イの抗体を除去した後に、総タンパク質を検出しま
す。RePlexとNIR検出を使用したTPNは、高濃度サンプル
(0.5～2.5 mg/mL) に対して直線性を示し、低濃度ター
ゲットの分析を容易にします（図 1) 。すべてのSimple
Westernアッセイと同様に、この方法も完全自動化されて
おり、わずか数時間で結果を得ることができます。

図 1. ヒト小脳全組織ライセートにおけるPI3K発現（青）のSimple Western解析例。RePlexおよびNIR全タンパク質検出（赤）と、12-230 kDa
蛍光分離モジュールを使用し、信頼性の高いTPN（オレンジ）を行う。
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プローブ 1: 抗PI3K抗体 　　　
化学発光検出
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ここで説明するプロトコルは、全細胞ライセート、脳組
織、筋・骨格組織ホモジネートを用いて、低濃度のター
ゲットを測定するために検証されています。このプロトコ
ルでは、高濃度タンパク質サンプル中の低濃度ターゲット
を測定するためのTPNアッセイについて、アッセイの設定
とデータ分析のヒントを含めて解説します。

材料と方法
RePlexとNIR検出を使用したTPNは、Jess システムで測
定します。12-230 k Daまたは66-440 k Da蛍光
Separation Module、RePlex Module (RP-001)、総タン
パク質Detection Module (DM-TP01)、および
Streptavidin NIR 1.6 mL Conj ugate (043-868)を使用し
ます。

抗体の準備
Simple Western Antibody Database を参照し、検証済
みの抗体を見つけるか、ご自身で検証してください。新し
い一次抗体を検証する場合は、まず飽和濃度を確認してく
ださい。適切にノーマライゼーションを行うためには、一
次抗体がライセートの滴定に対して線形応答を示し、その
範囲が総タンパク質検出シグナルの線形範囲と重ならなけ
ればなりません。詳細については、RePlex Method 
Development    Guide（英文）を参照してください。同
じターゲットに対して複数の抗体を評価する必要がある場
合もあります。これは、抗体によってターゲットへの結合
特性が異なり、TPNを歪ませるような滴定勾配が生じる可
能性があるためです。

一次抗体はAntibody Diluent 2で飽和濃度まで希釈し、一
次抗体とready-to-useの二次抗体を氷上に置いておきま
す。注  : Anti-Goat Detection Moduleを使用する場
合、 Milk-Free Antibody Diluentを使用してください。

サンプルの準備
還元条件下において、1X Master Mix中で、サンプルを
95°Cで5分間（ほとんどのターゲットに対する一般的な熱
変性設定）、または70°Cで10分間熱変性させます（サン
プルの熱変性条件の最適化についてはプロトコル（英文）
を参照）。

Jessプレートへの分注
Streptavidin-NIR 8µLをF列に加えます（図 2）。プロー
ブ1で化学発光検出を使用しない場合は、Wash BufferをJ
列に1ウェルあたり170µL加えます。注  : ターゲット濃度が
低い場合、化学発光検出を推奨します。

Assayの設定とProtocolファイルの作成
サンプルの濃度希釈列を測定して、総タンパク質検出の線
形範囲を特定することで、アッセイ条件を最適化します。

このプロトコルは、Compass for Simple Westernソフト
ウェアの標準プロトコルにはないカスタムメイドの方法で
NIR検出を行っています。従って、以下に示すようなプロ
トコルを作成し、このアッセイを実行するたびにプロトコ
ルファイルをインポートすることを推奨します。

Wash Buffer

500 µL/ウェル        

2.5 mL/列

Biotinylated Ladder, 5 µL 調製サンプル, 3 µL
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Antibody Diluent (2 または Milk-Free), 10 µL 

Antibody Diluent (2 または Milk-Free), 10 µL 

Antibody Diluent (2 または Milk-Free), 10 µL 

Streptavidin-HRP または NIR, 10 µL

Streptavidin-NIR, 8 µL

Probe 1の一次抗体, 10 µL

Probe 1の二次抗体, 10 µL

Luminol-Peroxide 混合溶液, 170 µL/ウェル 

RePlex™ Reagent 混合溶液, 300 µL/ウェル

図 2. RePlexとNIR検出を使用したTPNのサンプル プレートの レイアウト。通常
Streptavidin-HRPを加えるF列に8µLのStreptavidin-NIRを分注します。プローブ1で
化学発光検出を使用しない場合、J列にWash Bufferを170µLずつ分注します。
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1. Assay画面左上のFileメニューからNew Assayを選択
し、New Jess Assayウィンドウで、まずRePlexを選択
し、次にTotal ProteinをクリックしてOKをクリックし
ます。

2. ProtocolタブのProbe 2の下で、Detection Profile
(Chemi)列のRDRをクリックし、(…)ボタンをクリック
します(図 3)。

3. RePlex Dynamic Rangeのチェックを外
し、Exposure (sec)を0.1のみに変更後、OKをクリッ
クします (図 3)。

図 3. RePlex Dynamic Range 
(RDR)を0.1秒の露光時間に変更

図 4. 図に示すように、RePlexの
Probe 2にNIRの露光時間を追加

1

2

3

4

5

6

7

4.  Probe 2の下で、Detection Profile (NIR) 列のNone
をクリックし、オプションの(…) ボタンをクリックし
ます(図 4)。

5. Add ボタンを6回クリックしてNIRの露光時間を追加
します (図 4).

6. NIRの露光時間を図のように設定します (図 4).

7. OKをクリックします (図 4)。これで、RePlexとNIR
検出を使用したTPN測定の準備が整いました!



データ解析
RePlexとNIR検出設定を使用したTPN 
最初にRePlexのProbe1（目的タンパク質）の設定を行
い、次にRePlexとNIR検出を使用したProbe2（TPN）の
設定を行います。これらの設定は以下の通りです。特定の
ターゲットに対するノーマライゼーションの影響を評価す
るため、2つの異なる範囲で総タンパク質面積を計算する
必要があります。12-230および66-440 kDa Separation
Module (それぞれ0.1 kDa～375 kDaおよび500 kDa) から
得られる、目的タンパク質に最適な範囲を定義します。

ピーク図で各キャピラリーのB   aseline Pointが左側の平坦
な部分に正しく配置されているかを確認し、必要に応じて
手動で調整します（次のページを参照）。

図 5. RePlexと NIR検出を使用したTPNのPeak Fit設定。
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Peak Fit 設定
1. E ditメニューからAnalysisを選択し、次にPeak Fitオプ

ションを選択します（図5）。

2. Analysis GroupsセクションでAddをクリックし、fit 
2というグループを追加します（図5）。

3. Apply Overrideの下でAddをクリックし、2つ目のグ
ループを追加します（図5）。それぞれのグループに
Probe 1/        2を割り当てます:

Probe 1/fit: 特定のターゲット用設定
Probe 2/fit 2: 蛍光NIR総タンパク質Area用設定

4. fit 2グループのRange、B aseline、およびPeak Findの
解析パラメータを変更します（図5）。

5. Range下のFull Viewを選択し、Applyをクリックしま
す（図5）。Full Viewを適用することで、ピーク図の
左端（平らな端）を正確に特定し、適切なベースライ
ヱ フィッティングを行うことができます。



Baselineの最適化
総タンパク質のPeak Fit設定でB  aselineにB  aseline Pointが追
加されず、B  aselineが適切に設定されない場合があります。 
B  aselineが正しく設定されていないと、ノーマライズした
データが歪み、NIR総タンパク質面積が過大評価されることが
あります。このような場合は、以下の手順に従ってください:

1. ピーク図の左側の平らな部分にB  aseline pointを手動で
追加し、B  aselineを設定します。（図6 ）ピーク図の左
側の平らな領域にカーソルを合わせ、右クリックして
A  dd B  aseline Pointを選択します。

2. B aselineが正しく配置されるまで、この手順を4-5回
繰り返します。

この例では、B aseline Pointを追加した後、NIR総タンパ
ク質面積が約10%減少しました。（図6 ）

これとは逆に、B  aseline Pointがピーク図の左端の平ら
な部分の外にある場合、B  aselineに悪影響を与える       
B  aseline Pointの削除が必要な場合があります。図 7 の例
では、B  aseline PointがNIR総タンパク質の検出に悪影響
を与え、その結果、総面積が過小評価されています。

このような場合、不要なB aseline Pointを右クリック
し、Remove B aseline Pointを選択して削除します。不要
なB aseline Pointを削除しても、ピーク図の視覚的な影響
はほとんどありませんが、総面積には大きな変化があるこ
とがあります。この例では、B aseline Pointを削除した
後、NIR総タンパク質面積が約10%増加しました（図
7 ）。

図 6. B  aseline Pointが欠落している場合のNIR総タンパク質検出の
ピーク図（上）とB  aseline Pointを追加した後（下）の例。
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図 7. 不要なB  aseline PointがあるNIR総タンパク質検出のピー
ク図（上）と削除後（下）の例。
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図 8.  Compass for Simple WesternソフトからCapillary Peak Areaの表をエクスポート。

データのエクスポート
1. Probe 1とProbe 2の解析が完了した後、Fileメニューか

らExport Table…を選択してデータをエクスポートしま
す（図 8 ）。

2. エクスポートしたデータフォルダをダブルクリックして
Capillary Peaks Area.txtを開き、右クリックでSelect
Allを選び、再度右クリックしてCopyを選択します（図
8 ）。

3. R  awデータをTPN  using R  ePlex and N  I  R   
Detection Worksheetに貼り付けることで、デー
タのノーマライゼーションが自動的に行われます
（図9 ）。詳細については、次ページのノーマ
ライゼーションの計算方法を参照してください。



図 9. TPN using RePlex and NIR Detection WorksheetのA1セルにデータを張り付け。

ノーマライゼーションの算出方法
1. TPN  using R ePlex and N I R  Detection Worksheetを開
き、セルA1（黄色）をクリックし、データをワークシー
トに貼り付けます（図9 ）。

2. このワークシートでは、N I R  Total Area（オレンジ色）
を使用して、Control R eference Capillary 2を基準に
データ（緑色）を自動的にノーマライズしています（図
9 ）。

TPN using RePlex and NIR 
Detection Worksheet
QRコードをスキャンするか、 ここ
をクリックしてダウンロードして
ください。

Normalization Ratio (N列) は、Control Reference 
Capillary 2 (I26  ) のNIR Total Areaを、後続キャピラ
リーのNIR Total Area (I27  :  I4  9  ) で割った値で
す。Corrected Area column (O列) は、ターゲットの
面積 (Area) にNormalization Ratioを掛けたものです。

https://biotechne.egnyte.com/dl/Aj3L15byxM


Simple Westernテクノロジーの　　
詳細は
QRコードをスキャンか、下記までご連絡ください: 
info.japan@proteinsimple.com

Normalization Ratioの比率の決定

図 10. TPN using RePlex and NIR Detection WorksheetはNormalization Ratio（オレンジ列）を自動的に算出。

RePlex およびNIR検出データを使用したTPNは、キャピ
ラリー2をReference Capillaryとして正規化し、NIR
Total Area（オレンジ色）を基にNormalization
Ratio（ノーマライズ比）を確立します。

Normalization Ratioの計算式は図 10 に示されていま
す。キャピラリー2のNormalization Ratioは常に1で
す。各キャピラリーのターゲットシグナルに、その
キャピラリーのNormalization Ratioを掛けるだけで
す。
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