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1．概要
ウェスタンブロッティングでは、ターゲットタンパク質のバンドを抗
体でプロービングし、さらに酵素や蛍光などを介して検出します。抗
体反応は抗体の希釈率、反応時間や温度によって、また検出は発光・
発色・蛍光などの検出方法および酵素の基質の種類によって、検出感
度とシグナル強度が影響され、実験結果が大きく異なります。今回は
アトーの製品を使用した抗体反応～検出に関してご紹介します。

2．実験の流れ

検出試薬 EzWestBlue W EzWestLumiOne EzWestLumi plus

Cat# WSE-7140 WSE-7110 WSE-7120

検出方法
発色
1 液　

（ready-to-use）

発光
1 液　

（ready-to-use）

発光
2 液　

（使用前に等量混合）

基質 TMB Luminol Luminol

検出感度 10 pg/band 数 pg/band fg 中域 /band

発光時間 ND 1 時間以上 3 時間以上

使用量 0.05mL/cm2 0.05mL/cm2 0.05mL/cm2

3. 実験方法
3-1. 電気泳動 ~ ブロッキング
電気泳動

高分子の場合：できるだけ低濃度のアクリルアミドを使用します。7.5% 以
下の濃度のアクリルアミドゲルは取り扱いが難しいため、その場合は濃度
勾配ゲルを使用します。

低分子の場合：低分子バンドの分離に適した高濃度アクリルアミドゲルは転
写効率が著しく下がります。電気泳動バッファー EzRun MOPS を使用すると、
10% 前後のアクリルアミドゲルでも低分子側のバンドが分離でき、且つア
クリルアミド濃度が均一のため、ブロッティング前後でのゲルの変形も防
ぐとともに、高効率に転写することが可能になります。

転写
高分子の場合：150kDa 以上の高分子は転写効率が著しく悪いため、高分子

専用のトランスファーバッファーである EzFastBlot HMW を用いたセミドラ
イブロッティング、もしくはタンク式ブロッターを使用します。また転写
前にゲルをトランスファーバッファーで平衡化（約 30 分間）するとタン
パク質の転写効率が上がる場合があります。ただし平衡化の時間が長くな
ると低分子バンドが消失したりバンドが拡散するので注意が必要です。

低分子の場合：低分子タンパク質（~200kDa）を転写する場合、EzFastBlot
を使用すると約１０分間の短時間で、高効率に転写することができます。
低分子の場合、ブロッティング膜から抜ける場合がありますので、ポア
サイズが 0.2 μ m の PVDF 膜（P plus 膜）を使用します。またトランス
ファーバッファーにメタノールを添加すると膜への吸着がよくなります

（EzFastBlot シリーズにはメタノールを添加しないでください）。
ブロッキング

目的タンパク質に合わせてブロッキング剤を選択します。ブロッキング反応
時間が長くなるとオーバーブロックになり、検出感度が悪くなります。逆に
短すぎると十分にブロッキングされず、バックグランドが上がったり、非特
異的バンドが出現する要因になります。

3-2. 抗体反応と検出の準備
ブロッキングをしている間に抗体の準備をします。

洗浄液　ミニゲル 1 枚当たり 500mL 準備します。
TBS-T:  EzTween（あるいは 0.01~0.1%Tween 20）含有 1 × EzTBS ( あるいは 50 

mM Tris, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl/pH7.4）
PBS-T: EzTween（あるいは 0.01~0.1%Tween 20）含有 1 × EzPBS ( あるいは

137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 81 mM Na2HPO4, 14.7 mM KH2PO4

※リン酸化タンパク質を検出する際は、なるべく TBS-T を使用します。

抗体　一般的にターゲットタンパク質に対する１次抗体と検出用の酵素や蛍光
が標識された２次抗体を準備します。１次抗体が直接標識されている場合は
２次抗体は不要です。
抗体の希釈率は抗体や検出試薬の添付文書を参考にして決めます。サンプル
や時間に余裕がある場合は、ドットブロッティングで適切な抗原の検出感度
になるように希釈率を検討します。また抗体の希釈は抗体反応の直前に行い
ます。抗体を希釈した状態で長時間置くと失活する場合があります。

検出試薬　蛍光色素でラベルされた抗体を使用した場合は、検出試薬は不要で
す。各蛍光色素に適した励起光を使用し、励起した特定波長の蛍光をフィル
ター等で分離して取得します。
ALP（アルカリホスファターゼ）や HRP（西洋わさびペルオキシダーゼ）な
どの酵素でラベルされた抗体を使用した場合は、それぞれの酵素の基質から
なる検出試薬を使用してシグナルを取得します。アトーでは下記 3 種類の
HRP に対する検出試薬を販売しています。

抗体の選択方法
１次抗体：抗原（Antigen)、交差種（Cross reactivity), 免疫動物
（host)、用途（WB, IP, ICC,,,) およびアプリケーションデータ
などを参考にして、実験の目的に合うものを選択します。２次
抗体を介さずに検出する場合は標識されている抗体を選択しま
す。

（例）ウェスタンブロッティング用のヒトトランスフェリン抗体
Anti-HumanTransferrin　　Rabbit Poly　　　　など
　　　抗原：ヒトトランスフェリン　　免疫動物：ウサギ
抗原：（ヒト）トランスフェリン（他ペプチド、発現タンパク質等）
交差種：ヒト、マウス、ラット（必ずヒトが含まれるもの *）
免疫動物：ウサギ（他マウス、ヤギ等）
用途：WB、EIA、IP（必ず WB が含まれるもの）

２次抗体：１次抗体と同様ですが、検出方法に適した標識（HRP, 
ALP, Rhodamin,,,) がされているものを選択します。

（例）上記の１次抗体に対する２次抗体
　Goat 　　　Anti-Rabbit IgG H&L 　　(HRP)　　など
免疫動物：ヤギ　　抗原：ウサギ IgG（重鎖軽鎖）　　標識：HRP
抗原：ウサギ IgG（１次抗体の免疫動物の抗体。１次抗体がモノク

ローナル抗体の場合は抗体のアイソタイプ（IgG, IgA, IgM 等）
に注意し、また Fab 断片化されている場合には重鎖（Fc) のみ
を認識する抗体は除外するように選択します）

交差種：なし（できるだけ交差種がないもの）
免疫動物：ヤギ（１次抗体の免疫動物であるウサギ、及びターゲッ

トタンパク質であるヒトが含まれていないもの *）
用途：WB、EIA、IP（必ず WB が含まれるもの）
標識：HRP（一般的に発光検出する場合は HRP か ALP）

サンプル調整

電気泳動

ゲル・電極液
  ePAGEL HR, EzRun, EzProteinLadder
転写バッファー・ブロッキング剤
  EzFastBlot HMW,EzBlockChemi

電気泳動槽・パワーサプライ
  PageRun-Ace, MyPower
ブロッター
  HorizeBLOT

ブロッキング

SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動によりタ
ンパク質を分離します。目的タンパク質の分子
量が不明な場合は濃度勾配ゲルを使用します。
また転写効率や分子量が判る有色マーカーなど
を使用します。発現量を比較する場合はコント
ロールサンプルを一緒に流します。
電気泳動後、分離したタンパク質をゲルから
PVDF 膜に転写します。
バンドがない膜表面に、非特異的に結合しない
ようにブロッキングします。

トランスファー

検出検出

抗体反応抗体反応

ターゲットタンパク質に対する抗体
（一次抗体）および酵素で標識された
抗体（二次抗体）と反応します。

二次抗体に標識された酵素を発色基質
あるいは発光基質と反応して、ター
ゲットタンパク質のバンドを間接的に
検出します。

抗体・洗浄液
  EzTBS, EzTween
シェーカー
  SeesawShaker atto

発光・発色基質
  EzWestLumiOne
化学発光撮影装置
  Luminograph I/II/III/III Lite

* 抗原がヒトの場合



3-4. 参考データ

※ アトー HP「実験のコツ」ページより「ウエスタンブロッティングのコツ」
がダウンロードできますので、ご一読ください。https://www.atto.co.jp/

関連製品

LuminoGraph Ⅲ Lite は高解像度 6 メガピクセル冷
却 CCD カメラと、高感度 F0.8 レンズを搭載したハ
イエンドケミルミ撮影システムです。

カメラ   高感度・高解像度冷却 CCD カメラ　  
撮影画素数　2750 × 2200（6M pixels）
階調　　　　16 ビット（65536 階調）
撮影サイズ　最大：260 × 200mm　

  最少：100 × 75mm
  棚板位置により 4 段階設定

WSE-6370 LuminoGraph Ⅲ Lite
（ルミノグラフⅢ Lite）

実験例１：抗体の希釈濃度の影響

実験例 2：検出感度と持続時間

上図は 200 pg/ レー
ン～ 1/2 希釈したヒ
トトランスフェリンを
電気泳動し、ヒトトラ
ンスフェリン抗体およ
び HRP 標識２次抗体
で検出した結果です。
1 次抗体および 2 次抗
体の希釈率を右表の
ように変えて反応し、

上図は 500 pg/ レーン～ 1/2 希釈したヒトトランスフェリンを電気
泳動し、転写したブロッティング膜を 1/4,000 希釈したヒトトランス
フェリン抗体および 1/10,000 希釈した HRP 標識２次抗体と反応し、
EzWestLumiOne あるいは EzWestLumi plus でバンドを検出した結果です。
上記の結果のように EzWestLumiOne は 1 時間以上シグナルが安定であ
り、また EzWestLumi plus は発光強度は若干下がりますが 3 時間まで安
定にシグナルを検出できることが示されました。

ブロッキング終了後、ブロッキング溶液を廃
棄し、TBS-T 等で希釈したターゲットタン
パク質に対する 1 次抗体を添加します。1 次
抗体の希釈率は購入した抗体の添付シートに
記載の情報をもとに判断します。一般的には
100~5,000 倍 に TBS(-T) や PBS(-T) で 希
釈します。一般的には室温で約１時間、もし
くは４℃で一晩、シェーカーでインキュベー
トします。抗体によって温度と時間は検討す
る必要があります。

２次抗体反応

洗浄

検出反応

抗体溶液を廃棄し、少量の TBS-T/PBS-T で
軽くすすぎます。新たに TBS-T/PBS-T を約
50mL/ 膜 添加し、シェーカーで 5 分間イン
キュベートします。この洗浄工程を 3 回繰
り返します。

洗浄液（TBS-T/PBS-T) を廃棄し、酵素や蛍
光で標識された 2 次抗体を添加します。2 次
抗体の希釈率は購入した抗体と検出試薬の
添付シートに記載された情報をもとに判断
します。一般的には 5,000~500,000 倍に
TBS-T/PBS-T で希釈します。バックグラン
ドが高い場合は、TBS-T/PBS-T のかわりに
ブロッキング溶液（適宜希釈）を使用します。
一般的には室温で約１時間、もしくは４℃で
一晩シェーカーでインキュベートします。

検出直前に検出試薬を計量、混合などの調整
を行います。清潔なラップあるいは容器に調
整した検出用液を全量注ぎます。ブロッティ
ング膜（PVDF 膜）をピンセット等でつまみ
上げ、余分な TBS-T/PBS-T をペーパータオ
ル等で完全に除去します。ブロッティング膜
を検出試薬に浸漬します。その際、空気が入
らないように気を付け、素早く、均一に検出
試薬が膜に広がるようにします。膜の表と裏
に検出試薬が十分浸透されることを確かめま
す。発色検出の場合は、十分に発色されるま
で反応し、その後蒸留水ですすいでから、シ
グナルを撮影します。発光検出の場合は、膜
をラップやフィルムシートに密閉し、撮影装
置で撮影します。

１次抗体反応

PVDF 膜

２次抗体溶液

PVDF 膜

TBS-T/PBS-T

洗浄

PVDF 膜

１次抗体溶液

3-3. 抗体反応と検出方法

①　下記に従って抗体反応 ~ 検出反応および撮影をします。

ラップあるいは適当な容器

PVDF 膜

検出試薬

PVDF 膜

TBS-T/PBS-T

抗体溶液を廃棄し、少量の TBS-T/PBS-T で
軽くすすぎます。新たに TBS-T/PBS-T を約
50mL/ 膜 添加し、シェーカーで 5 分間イン
キュベートします。この洗浄工程を 3 回繰
り返します。

撮影

EzWestLumiOne EzWestLumi plus

条件１

条件４

条件３

条件２

1 次抗体 2 次抗体
条件 1 1/10,000 希釈 1/50,000 希釈
条件 2 1/4,000 希釈 1/50,000 希釈
条件 3 1/4,000 希釈 1/10,000 希釈
条件 4 1/2,000 希釈 1/50,000 希釈

反応時間 室温 3 時間 室温 1 時間

EzWestLumiOne あるいは EzWestLumi plus でバンドを検出した結果です。
条件２に比べて条件１は一次抗体濃度が半分以下ですが、結果はほと
んど変わりません。逆に、条件 2 と 3 は一次抗体濃度は同じですが、2
次抗体濃度が 5 倍であり、これらを比較すると条件 3 はシグナル強度
も検出感度もはるかに優れていることが判ります。また条件 1 と 4 は
２次抗体濃度は同じですが、１次抗体濃度が 5 倍です。検出感度は一
次抗体濃度が高い方が高くなりますが、シグナルは弱いままです。この
ように同じタンパク質量を泳動して転写したブロッティング膜を使用し
ても、1 次抗体と 2 次抗体の濃度によって検出感度やシグナル強度が大
きく異なることが示されました。もちろん検出試薬によっても検出感度
は異なりますが、検出試薬だけではなく抗体濃度の検討も重要であるこ
とが判ります。

EzWestLumiOne EzWestLumi plus

反応直後

3 時間後

2 時間後

1 時間後

高感度発光 / 蛍光撮影装置を使用して発光あ
るいは蛍光シグナルを撮影します。

発光を撮影する場合
絞りは全開にセットし、フィルター等は使用しません。密閉したブロッティン
グ膜を撮影区域の中央に置き、ピントを合わせます。撮影モード（Standard、
High など ) を選択し、撮影時間（5 秒、1 分、5 分など）を設定して撮影します。
有色マーカーを使用したときはマージ像を得るために明視野も撮影します。

蛍光を撮影する場合
標識蛍光色素に適した励起光を使用し、蛍光の取得に適したフィルターを使用
します。密閉したブロッティング膜を撮影区域の中央に置き、励起光を点灯し
た状態でピントを合わせて撮影します。


