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本日の内容

1. シンプルウェスタンのメリット

2. 原理、測定手順

3. RePlex（リプレックス）および
総タンパク質ノーマライゼーション
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１．シンプルウェスタンのメリット

①スピードアップ

②高感度・再現性

③ELISA並みの定量測定
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従来法の工程を
約3時間

①スピードアップ

From your peers: Targeting Once Inaccessible Phospho-Proteins 
with RePlex :: ProteinSimple

“I have two young children; I am no longer familiar with the concept of free time.”
Nevertheless, Simple Western’s hands-free automation and rapid time to results have given 

him the flexibility to spend his time working on other experiments or spending time 
with his family.

Joseph Klebba, Ph.D

https://www.proteinsimple.com/from-your-peers/targeting-once-inaccessible-phospho-proteins-with-replex?utm_source=marketo&utm_medium=email&utm_campaign=TPDJune2021&mkt_tok=NTg0LVhTRi0xNjgAAAF9uQqau9MR8-4wU6nJPNh8Pg3lM0gxPq61Yhgb_waaXCIgXWXy3nVttw7lo3We2zrzM-CkCKI6lEp2AlN2_mq9-J8Amg-dLAFxyAxCdUX0UqjL
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②高感度・再現性

シグナルとタンパク質濃度の関係に直線性（幅広いダイナミックレンジ）

Human adipose tissue protein analyses using capillary western blot technology | Nutrition & 
Diabetes (nature.com)

従来法との比較論文

https://www.nature.com/articles/s41387-018-0030-4


従来法

Simple Western

5

②高感度・再現性

プリオン検出においても、従来法と比べて 10~100倍 の高感度

Development of an Automated Capillary Immunoassay to Detect Prion Glycotypes in 
Creutzfeldt-Jakob Disease - Laboratory Investigation (uscap.org)

従来法との比較論文

https://li.uscap.org/article/S0023-6837(22)00620-1/fulltext


標的
細胞数限界

(細胞数/ウェル)

ERK 1/2 1-10細胞
Thioredoxin 1-10細胞

Hsp60 <1細胞*
PI3K 1-10細胞

PLC-Gamma 1-10細胞
SRC <1細胞*

4E-BP1 1-10細胞

*1細胞で良好なシグナル!

1000個/3uL
500個/3uL
10個/3uL
1個/3uL

SRC Kinase

C
h
e
m

ilu
m

in
e
sc

e
n
ce

MW(kDa)
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• 日間、測定者間、施設間でのばらつきを大幅に低減

• 異なる施設間でもデータ比較が可能 7

②高感度・再現性
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③ELISA並みの定量測定

検量線作成と定量測定が可能

Stuck in the Matrix? Escape Matrix Effects in Complex Samples With Simple Western | 
Bio-Techne

資料

https://www.bio-techne.com/resources/literature/matrix-effect-tissue-homogenate-simple-western


マウスの例 (維持費:2千～5万円/マウス)

• 太ももの骨髄細胞を分離

• 幹細胞を分離

• 7,000個の骨髄細胞あたり

1個の幹細胞

• マウスあたり1,000個の幹細胞

LOEWE Center 
for Cell & Gene 
Therapy 
Goethe University 
Hospital Frankfurt, 
Germany

従来法のウェスタン

• 50 µLまたは50,000個の細胞が

必要

• マウス50匹くらい必要

• レーンごとに10万～250万円

シンプルウェスタン

• 3 µL または3,000個の細胞が
必要

• マウス3匹くらい必要

• レーンごとに6千～15万円

実例：Professor Dr. Rieger
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サンプル、コスト（～250万円）、見えないコスト（労力、時間）を節約

サンプルとコストのセーブ



２．原理、測定手順
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＊キャピラリー電気泳動の技術。
・キャピラリー内にマトリックスを充填
・サンプルを充填
・電気泳動で分離

原理

電気泳動で分離したタンパク質を、
キャピラリー内に固定。

＊ゲルマトリックスを洗い出し。
ブロッキング液、1次抗体、HRP標識2次抗体、
を順次キャピラリー内で反応。

＊発光基質のロード及びCCDカメラで検出。
（蛍光の場合、発光基質は不要）

＊ポイント！（特許）

＊解析データの出力。
分子量 及び シグナル強度を自動解析

＊キャピラリーカートリッジと
プレートのセット → ソフトウェアでSTART



装置の中を覗いてみよう
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Separation Module Detection Module

ホスト
• Mouse 
• Rabbit
• Goat
• Human

標識
• 発光（HRP）

マトリックス
• 12-230 kDa
• 2-40 kDa
• 66-440 kDa

- Antibody Diluent II

：ブロッキング兼抗体希釈液

- Luminol-S & Peroxide
：発光試薬

- Streptavidin‐HRP (or NIR)
ラダー用二次抗体

消耗品

• 蛍光（NIR、IR）
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Separation Module と Detection Module
を組み合せて使用



142-40 kDa 12-230 kDa 66-440 kDa

プレート3種：2～440 kDa をカバー
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高感度蛍光検出 Detection module
Stellar（ステラ）

発光 Stellar 
NIR（赤）& IR（緑）

シンプルウェスタンの化学発光に匹敵する
Stellar の NIR と IR の検出感度

Jessのみ



測定手順

3. Jess、Abby、Wesの開始1. 試薬の準備 2. プレートの準備

試薬、サンプル、抗
体などの調製

専用プレートへの
分注

電気泳動~解析まで
全自動測定
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Jess/Wes detection module insertより

A～Fまで試薬を分注後、プレートを 2,500 rpm (～1,000xg) で室温 5分間 遠心。
Wash Buffer 500 ul を上の図の青い Well に分注。

プレートの準備
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Streptavidin
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Luminol

+H2O2

光

Biotin

分子量マーカー
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プレート準備
（連続ピペッターの使用をお勧め）

Eppendorf Xplorer®/Eppendorf Xplorer® plus - マイクロピペット & ディスペンサー, 
手動リキッドハンドリング - Eppendorf Japan

製品リンク

https://online-shop.eppendorf.jp/JP-ja/Manual-Liquid-Handling-44563/Manual-Pipetting--Dispensing-44564/Eppendorf-Xplorer-Eppendorf-Xplorer-plus-PF-191054.html


カートリッジとプレートのセットアップ

19注: 手袋を使用ください



簡単セットアップ

①

②

をダブルクリックします。

• をクリックします。

• File ->New Assay

• 適切なAssay type、
size(分子量)範囲、
キャピラリー数を選んで
OKをクリック

• をクリックします。

• をクリックします。
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メンテナンスについて

・ディスポーザブルのプレートとキャピラリーを使用
（機械内に溶液が入らない設計）

・すべての廃液はキャピラリーカートリッジに吸収

プレートとキャピラリーを
捨てるだけです!
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データ解析
（ソフト：Compass for SW）
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・ソフト入手先
Instrument Software Download Center | Bio-Techne

https://www.bio-techne.com/resources/instrument-software-download-center
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サンプルや試薬の調整
サンプル、抗体の条件検討

抗体濃度検討

サンプル濃度検討

1. 測定編 (基本編)
https://youtu.be/aFgkXrvO6EU

2. 解析編 (基本編)
https://youtu.be/dtQMNhFyn7g

3. 検量線の書き方
https://youtu.be/uTzdYDM1mWI

説明動画

https://youtu.be/aFgkXrvO6EU
https://youtu.be/dtQMNhFyn7g
https://youtu.be/uTzdYDM1mWI


Simple Western Antibody Database | Bio-Techne

＊抗体データベース
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抗体情報の収集

Instrument Citation Search Tool | Bio-Techne

＊論文データベース

2. トラブルシュート

https://www.bio-techne.com/resources/simple-western-antibody-database?_ga=2.208764114.1771637087.1652858941-1525677223.1575252652
https://www.bio-techne.com/resources/instrument-citations?_ga=2.175865698.1771637087.1652858941-1525677223.1575252652


３．RePlex（リプレックス）および
総タンパク質ノーマライゼーション
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マトリクスとサンプルのロード

蛋白質の分離と固定

抗体1のイムノプローブ

検出と標的1の定量

RePlex (1回目のイムノプローブ由来の抗体除去)

抗体2のイムノプローブ(もしくは総タンパク質アッセイ)

検出と標的2の定量

1本のキャピラリーで2ラウンドの免疫プ
ローブと検出（2連続シングルプレックス
アッセイ）

結果まで約5.5時間

Simple Westernテクノロジーの中核で独

自の技術であるタンパク質のキャピラ
リーの内壁への共有結合を活用します

RePlex
ストリッピングとリプロービング
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Jessの例

RePlex
選択画面、プレートレイアウト

・E段 と F段 に 2回目の一次抗体、二次抗体 各 10 µl を分注

・J段 に 発光試薬 170 µl を分注
（ Luminol 450 µl と Peroxide 450 µl 混合）

・K段 に RePlex試薬 300 µl を分注
（RePlex Reagent 1 1,400 µl と RePlex™ Reagent 2 350 µl 混合）
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Jurkat MCF 7

Probe 1 Removal Efficiency

RePlexの公式
除去率 95%

(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 )
x100 = 抗体除去率 (%)

Probe1の除去率

Jurkat細胞ライセートのAKTをマウスpan-AKT（CS＃
58295）で検出。抗体除去後、2回目のプロービングで
残留抗体を検出。

RePlex
ターゲットタンパク質の除去
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AKT2

AKT1

プローブ1 プローブ2 リプローブ前後のAKT1とAKT2のピーク面積

RePlex
標的タンパク質の保持
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論文:
Effects of asprosin on estradiol and progesterone secretion and proliferation of 
bovine granulosa cells - ScienceDirect

RePlex
ハウスキーピングでのノーマライゼーション

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0303720723000412?via%3Dihub
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Separation module と Detection module に加え

・Total Protein Detection Module (DM-TP01) 
・RePlex Module (RP-001)

Total Protein 

(DM-TP01)
RePlex (RP-001)

+

＊サンプル濃度：0.005～0.2 µg/µl

RePlex
総タンパク質ノーマライゼーション

＊RePlexは、Stellar非対応
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Jessの画面

RePlex
総タンパク質ノーマライゼーション

・B段 に 総タンパク質ラベリング試薬 10 µl を分注（右図参照）

・F段 に 総タンパク質検出 Streptavidin HRP 10 µl を分注

・J段 に 発光試薬 170 µl を分注
（ Luminol 450 µl と Peroxide 450 µl 混合）

・K段 に RePlex試薬 300 µl を分注
（RePlex Reagent 1 1,400 µl と RePlex™ Reagent 2 350 µl 混合）
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Housekeeping genes; expression levels may change with density of cultured 
cells - ScienceDirect

論文

RePlex
総タンパク質ノーマライゼーション

HSP90やBeta-actinは、細胞の密度の影響を受けにくかった

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0022175910000402
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Séverine Lorrain博士のRePlexを用いた測定事例
総タンパク質のノーマライゼーションが、最も細胞密度の影響を受けにくかった

RePlex Webinar:
The Benefits of Sequential, Multiplexed Westerns using RePlex on Simple Western: 
3 case studies from University of Lausanne| ProteinSimple

RePlex
総タンパク質ノーマライゼーション

https://info.proteinsimple.com/WBNRePlexLorrain_Registration.html?_ga=2.124889993.2009284615.1620692875-1525677223.1575252652
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論文:
Validation of DE50-MD dogs as a model for the brain phenotype of Duchenne muscular 
dystrophy | Disease Models & Mechanisms | The Company of Biologists

RePlex
総タンパク質ノーマライゼーション

https://journals.biologists.com/dmm/article/doi/10.1242/dmm.049291/273974/Validation-of-DE50-MD-dogs-as-a-model-for-the
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サンプルの総タンパク質濃度 0.2～1.2 µg/µl 

Jessのみ

・蛍光 Separation Module (SM-FL001~006) 
& 

・Protein Normalization Module (DM-PN02)
&

・Detection module 
＊発光検出：DM-001～006
＊蛍光検出：DM-007～010

注意：Stellar Detection Moduleとの併用不可

AM-PN01（ 2022年1月で販売終了）と
Detection Module との組み合わせに該当

総タンパク質ノーマライゼーション
Protein Normalization Module (DM-PN02)使用



37

総タンパク質ノーマライゼーション
Protein Normalization Module (DM-PN02)使用
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NRXN1 depletion in the medial prefrontal cortex induces anxiety-like behaviors 
and abnormal social phenotypes along with impaired neurite outgrowth in rat | 
Journal of Neurodevelopmental Disorders | Full Text (biomedcentral.com)

論文

総タンパク質ノーマライゼーション
Protein Normalization Module (DM-PN02)使用

https://jneurodevdisorders.biomedcentral.com/articles/10.1186/s11689-022-09471-9
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サンプルの総タンパク質濃度 0.005～0.2 µg/µl

Jessのみ

蛍光 Separation Module (SM-FL001~006) 

&

Stellar Detection Module (DM-013~016)

&

Stellar Total Protein Detection Module (DM-TP03)

総タンパク質ノーマライゼーション
高感度蛍光検出モジュール Stellar 使用
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総タンパク質ノーマライゼーション
高感度蛍光検出モジュール Stellar 使用

・Stellar 試薬（オリゴ）、二次抗体、総タンパク質検出試薬を調整
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Mitochondrial membrane potential-enriched CHO host: a novel and powerful tool for 
improving biomanufacturing capability (nih.gov)

論文

ハウスキーピングでの
ノーマライゼーション

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8765075/
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E3 ubiquitin ligase ASB8 promotes selinexor-induced proteasomal degradation of XPO1 
- ScienceDirect

論文

ハウスキーピングでの
ノーマライゼーション (マルチプレックス）

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0753332223000938?via%3Dihub
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Cancers | Free Full-Text | Differences in Extracellular Vesicle Protein Cargo Are 
Dependent on Head and Neck Squamous Cell Carcinoma Cell of Origin and Human 
Papillomavirus Status (mdpi.com)

論文

マルチプレックス
（3ターゲット以上の同時検出）

Calnexin, Annexin V, CD9 RB, p53, Cyclin D1, p16, HPV16E7 

https://www.mdpi.com/2072-6694/13/15/3714


44

ご回答頂けました方へ、条件検討を簡便に行えるExcelテンプレートと使用方法、
などの資料をご提供いたします。

↓ アンケートURL（もしくは右バーコドより）

4/17 アンケートご協力願い

https://forms.office.com/r/Zb2W4Rbkrb

https://forms.office.com/r/Zb2W4Rbkrb


お問い合わせ
info.japan@proteinsimple.com
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シンプルウェスタントレーニングWebinar：
～サンプル調製からデータ解析まで～

4月19日（水）12:15～13:00

＜申込みサイト＞
https://forms.office.com/r/z5fE0erM07

mailto:info.japan@proteinsimple.com
https://forms.office.com/r/z5fE0erM07
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オンラインセミナー：5/19（金）12:15～13:00

お問い合わせ
info.japan@proteinsimple.com

＜申込みサイト＞
https://forms.office.com/r/zvZZwAFuSW

大阪大学大学院医学系研究科病態病理学講座

城戸完介先生

＜演題＞
卵巣がん組織におけるSMARCA4/A2蛋白質
の発現多様性の検討～卵巣がんのプラチナ
抵抗性に関与する特殊な細胞群を同定～

mailto:info.japan@proteinsimple.com
https://forms.office.com/r/zvZZwAFuSW
https://www.med.osaka-u.ac.jp/pub/molpath/


お問い合わせ
info.japan@proteinsimple.com
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mailto:info.japan@proteinsimple.com

