
In-Cell WesternTM アッセイ
セルベースのハイスループットなタンパク質発現解析法

Odyssey® イメージングシステム



創薬研究に適したタンパク質発現解析法

タンパク質発現解析を、もっとハイスループットに、少ない手間で！
LI-COR 社が開発した In-Cell WesternTM アッセイ法は、細胞培養プレートの中で蛍光免疫染色を行い、ウェルの蛍光強度を測定
することによって、目的タンパク質の発現量の比較定量を行う実験手法です。タンパク質抽出などを行わずに in situ でハイスルー
プットな発現比較解析が可能です。
リガンド刺激や RNAi による創薬標的分子の発現変化の解析、タンパク質分解薬 / mRNA 医薬品 / 核酸医薬品 / 遺伝子治療ベクター
などの薬理機能解析、ウイルスの宿主細胞感染性の解析などに最適な実験手法です。

	● 96 ウェルあるいは 384 ウェルプレートを用いた
	 ハイスループットなタンパク質発現解析が可能

	● セルベースでアッセイが可能
	 （細胞回収、タンパク質抽出、電気泳動、転写などが不要）

	● サンプル間のバラつきの少ないデータを取得可能

	● シグナル伝達タンパク質のリン酸化など小さな発現差を
	 正確に定量したい実験に最適

	● サンドイッチ ELISA 法と異なり 1 つの特異抗体だけで
	 アッセイが可能

In-Cell Westernアッセイの典型的なワークフロー例です。下図では3色法の実験の流れを示しています（Odyssey® Fの2レーザー
モデルの場合は最大 2 色になります）。
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? How to normalize ?

In-Cell Western アッセイで正確な発現比較解析を行うには、ウェル間での細胞数のバラつきを補正することが大切です。
この補正は CellTag 試薬（LI-COR 社）によりウェル中の全細胞を染色することにより行います。CellTag 試薬には 520 nm と700 nm の
2 種類がございます。ターゲットタンパク質を CellTag と異なる波長の蛍光標識二次抗体を用いて染色し、Odyssey イメージャーにより
マルチプレックス検出します。

リン酸化解析の場合は、トータルターゲットタンパク質（リン酸化 + 非リン酸化）を内部標準としてノーマライゼーションを行います。
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	● シグナル伝達タンパク質のリン酸化解析
	● RNAi スクリーニング
	● CRISPR スクリーニング
	● ウイルスの宿主細胞感染性試験
	● 受容体のインターナリゼーション
	● メンブレントラフィッキング

In-Cell WesternTM アッセイでは、96/384 ウェルプレートのウェル底面に焦点を合わせて、ウェル全域を高速かつ均一に撮影
することができるスキャナータイプの蛍光イメージングシステムが求められます。

また、Red、Green、Blue（RGB）などの可視波長蛍光は、細胞に由来する自家蛍
光が高く、シグナルノイズ比（S/N 比）に優れた高感度な画像を取得するのが困
難です。In-Cell Western アッセイで、微量に発現するタンパク質を高感度に検出
するためには、700 nm 以上の近赤外蛍光を用いて撮影を行うことが重要です。

LI-COR 社の Odyssey Ⓡイメージングシステムは、これらの要求事項をハイレベル
に満たすレーザースキャナータイプのイメージング装置です。 In-Cell Western
アッセイには、Odyssey F イメージングシステムと Odyssey M イメージングシス
テムが対応しています。

装置に標準付属する Empiria Studio® Software は、In-Cell Western アッセイ専用
の解析モードを備え、アッセイの最適化から目的タンパク質の発現変化の数値化
とグラフ化まで、皆様の実験を強力にサポートします。

	● PROTAC（タンパク質分解薬）の薬理評価
	● 遺伝子治療ベクターによるタンパク質発現修飾の評価
	● 核酸医薬品によるタンパク質発現修飾の評価
	● mRNA医薬品によるタンパク質発現修飾の評価
	● リガンドの標的分子結合特異性解析

 					                      など

応用例

解析プラットフォーム

? Which primary antibodies can be used ?

細胞の免疫染色でご使用いただいている一次抗体であれば使用可能です。変性条件下でないと認識できない抗体は使用できませんので
ご注意ください。On-Cell Western アッセイの場合は細胞外ドメインを認識する抗体が必要です。

ウェスタンブロット法と異なり分子量によるタンパク質の分離を行わないので、一次抗体の特異性を事前に確認されることをお奨めいたします。

二次抗体に用いる近赤外蛍光標識二次抗体は IRDye® 標識二次抗体（LI-COR 社）がお奨めです。
様々な動物種の IgG に対する高度吸収済の二次抗体を取り揃えています。

430 nm

532 nm
波長による細胞由来の自家蛍光の違い

488 nm

800 nm

イメージングシステム

Odyssey M
（4 レーザーモデル）

Odyssey F
（4 レーザーモデル）

Odyssey F
（2 レーザーモデル）

2 色 In-Cell Western アッセイ ● ● ●

3 色 In-Cell Western アッセイ ● ● ー

スキャン速度 /96 ウェルプレート 約 5 分（2 色、解像度 100 µm） 約 4 分（2 色、解像度 169 µm） 約 4 分（2 色、解像度 169 µm）

スループット プレート 4 枚 プレート 4 枚 プレート 4 枚

Odyssey F と Odyssey M には上記以外にも多くの違いがございます。詳しくは Odyssey シリーズの製品カタログをご覧ください。



Front Microbiol. 2017 Jun 14;8:1085.

Anal Biochem. 2005 Mar 1;338(1):136-42.

応用例

? Suspension cells can be used ?

In-Cell Western  アッセイは、接着細胞だけでなく浮遊細胞にも応用できます。

無血清培地に懸濁した浮遊細胞を播種したプレートを約 30 分間静置することで、浮遊細胞はウェル底面に沈み緩やかに接着します。
アッセイ中の溶液の交換やウォッシュを、マルチチャンネルピペットのチップ先端をウェル内壁につけてゆっくり行うことで、
問題なくアッセイができることがわかっています。

詳細のプロトコルについては弊社までお問い合わせください。

薬剤の薬理スクリーニング

PDGF（Platelet-Derived Growth Factor）シグナル伝達系を阻害する 4 種類の化合物を NIH3T3 細胞に作用させ、In-Cell 
WesternTM アッセイで Akt タンパク質リン酸化阻害の IC50 を算出しました。実験は各化合物につき 5 プレートで実施しました。
プレート間（実験間）で優れた再現性を得ることができています。

ウイルスの宿主細胞感染性試験

Vero 細胞に1 型単純ヘルペスウイルスを感染させ、In-Cell Western アッ
セイでウイルスタンパク質を定量することで、宿主細胞に対するウイル
ス感染性を試験しました。

A) 既知のPFUのウイルス溶液を感染させたときのIn-Cell Westernアッセ		
     イの蛍光強度。プラークアッセイ法と相関があることがわかる。

B) 2種類の未知PFUのウイルス溶液のIn-Cell Western アッセイの結果。

C) B と同じウイルス溶液のプラークアッセイ画像

D) In-Cell Western アッセイとプラークアッセイの比較。
    U=Uncountable、N.D.=Non-Detecable

In-Cell Western アッセイ法は、プラークアッセイ法と異なり客観的な
定量データを 96 ウェルプレートを用いてハイスループットに取得する
ことができます。
また、宿主細胞へのウイルス感染を検出する手法のため、プラークアッ
セイ法よりも短期に測定ができ、細胞溶解を起こさないウイルスと宿主
細胞の組み合わせにもご使用いただけます。
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RNAi スクリーニング

384 ウェルプレートを用いた In-Cell WesternTM アッセイにより、
リポソームタンパク質 S6 に対する siRNA のスクリーニングを行った。

A) 右図 A の左は In-Cell Western  アッセイの画像例。
リン酸化 S6 タンパク質を 800 nm チャンネル ( 緑 ) で、内部標準とし
て総細胞数を Alexa 680( 赤) で検出し、様々なタンパク質に対する
siRNA の効果をみた。グラフの上は内部標準でノーマライズしたリ
ン酸化 S6 の発現量の比較。グラフ下は Alexa 680 による総タンパ
ク質染色の妥当性を Hoechst 染色のデータにより検証した結果。

B) 右図 B の左は 384 ウェルプレートの全体像を示す。
右のグラフはアッセイ系の精度を示す Z’ ファクターの計算結果。
マゼンダ色のドットがリン酸化 S6 のシグナル、紺色のドットが総細
胞数のシグナル。どちらの Z’ ファクターも 0.5 以上であり、本アッ
セイが優れた精度を持つことがわかる。
 ※ Z’ ファクターは 0.5 < Z’ <1 が適正とされます。

? Which type of plate can be used ?

In-Cell Western アッセイには、平底クリアボトムの黒色プレートをお使いください。白色プレートはお使いいただくことが
できないので注意が必要です。

推奨製品は下記です。
● LI-COR 96 ウェル ICW プレート（8 枚入：926-19156、32 枚入：926-19157）
● グライナー CELLSTAR, μ Clear, 96 ウェル , マイクロプレート（32 枚入：655090）

Assay Drug Dev Technol. 2010 Apr;8(2):186-99.

LI-COR Internal Data

CRISPR/Cas9 による遺伝子ノックアウトの検証

In-Cell Western  アッセイは、CRISPR/Cas9 などの遺伝子編集によるノックアウトの確認にも使用することができます。

下の例では、ERK タンパク質のノックアウトを IRDye® 680RD 標識二次抗体を用いて検出し (赤 )、CellTagTM 520(青)で染色した
総細胞シグナルの後に ( 青 )ノーマライゼーションしました。
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PLoS One. 2014 Apr 1;9(4):e93646.

? What is On-Cell Western assay ?

On-Cell Western アッセイは細胞表面タンパク質だけを定量するための In-Cell Western アッセイの変法です。

In-Cell Western アッセイと異なり膜透過処理のステップを行わないことで、細胞内タンパク質を染色せずに細胞膜タンパク質
だけを定量します。このとき一次抗体は細胞外ドメインをエピトープとする抗体を使用します。

また、近赤外蛍光標識したリガンド（抗体など）の標的タンパク質への結合特異性を試験することも可能です。

膜タンパク質のインターナリゼーション試験

蛍光標識薬剤の標的分子結合特異性試験

In-Cell WesternTM アッセイは細胞内タンパク質と細胞膜タンパク質のどちらも検出できるのに対し、 On-Cell Western アッセイは
細胞膜表面のタンパク質だけを検出します。
この 2 つのアッセイ法を組み合わせることで、受容体やイオンチャンネル／トランスポーターなどの細胞膜タンパク質のインター
ナリゼーションやメンブレントラフィッキングをハイスループットに試験することができます。
下図では 3 種類のケモカイン受容体（CXCR-4、CCR2、CCR5）の細胞表面および細胞質における発現をみています。

蛍光ラベルしたリガンドの標的分子への結合特異性を On-Cell Western アッセイ法でテストしました。
下図の例では IRDye® 800CW で近赤外蛍光標識した EGF の EGFR に対する結合特異性を競合アッセイにより試験しています。

A) Surface HA           ……細胞表面における発現
 Total HA                ……細胞内および細胞表面における発現
Nucleic acid stain ……内部標準（TO-PRO-3 染色）
※受容体は HA タグを発現するため抗 HA タグを用いてアッセイを

 行っています。

A) 近赤外蛍光標識 EGF の濃度をふって On-Cell 
    Western アッセイを行った結果。 
    IRDye 800CW EGF の濃度が高いほど蛍光
    強度が高い。

B) Total HA のシグナル強度に対する Surface HA のシグナル
強度の割合。すべてのレセプターが 30-40% の割合で細胞
表面に発現していることがわかる。

B) 近赤外蛍光標識 EGF の濃度を一定にして、
    非標識 EGF の濃度をふってアッセイを行った
    結果。レセプターに対する競争阻害により
    非標識 EGF の濃度が高いほど蛍光強度が低い。



初めての方から熟練者まで、In-Cell WesternTM 実験を強力にサポート

Empiria Studio® Software

高品質な試薬消耗品

CellTagTM 総細胞染色試薬
総細胞数でウェル間のノーマライゼーションを行うための総細胞染色蛍光
試薬です。二次抗体インキュベーション時に一緒に加えて染色します。700 nm チャ
ンネル用の CellTag 700 と 520 nm チャンネル用の CellTag 520 の 2 種類がござい
ます（520 は Odyssey F 4 レーザーモデルと Odyssey M のみ使用可能）。

IRDye® 近赤外蛍光標識二次抗体

細胞やプレートの自家蛍光が少なく高感度にイメージングが可能な近赤外波長の蛍光
標識二次抗体です。波長は 800 nm 用 800 CW と 700 nm 用の 680RD の 2 種。
それぞれ、Rabbit、Mouse、Rat、Goat、Chicken、Gunia　Pig、Human の IgG に
対する抗体がラインナップされています。免疫動物種は Goat あるいは Donckey です。
種間交差が高度に吸収されているので安心してマルチプレックス検出を行っていただ
けます。

Intercept® ブロッキングバッファー
IRDye 標識二次抗体との組み合わせに最適化されたブロッキングバッファーです。
プロテインフリータイプとプロテイン含有タイプの 2 種類がございます。それぞれ
に TBS ベースと PBS ベースがあります。1 本 500 mL 入りです。
1 本、3 本、10 本、25 本、50 本の単位でご購入いただけます。

ICW 96 ウェルプレート In-Cell Western アッセイに適したクリアボトムの平底ブラックプレート
です。8 枚パックと 32 枚パックがございます。

In-Cell Western アッセイキット
CellTag 総細胞染色蛍光試薬、IRDye 標識二次抗体、Intercept® ブロッキング
バッファーがセットになった ICW アッセイ用キットです。CellTag 700 を使用した
キットと CellTag 520 を使用するキットがあり、それぞれ二次抗体の種類の違いに
より 2 種類がラインアップされています。

Re
REAGENTS

Odyssey® イメージングシステムに標準付属する Empiria Studio Software には、 In-Cell Western アッセイ（On-Cell Western 
アッセイ）のために最適化された専用の解析プログラムが搭載されています。

Empiria Studio を用いることで、単にウェルの蛍光強度を数値化するだけでなく、実験群間の発現差異のグラフ化まで、ワンフロー
で行うことができます。ノーマライゼーション計算、平均値、SD、CV％の算出まで自動で行うことができ、解析の時間を大幅に
短縮します。

数値化のプロセスは客観性を担保できるように設計されており、解析者間によるデータのばらつきを最小限に抑えることが可能です。

また、アッセイの最適化を行うためのプログラムも搭載されており、充実したアッセイガイドブックと合わせて使用することで、 
In-Cell Western アッセイが初めての方でもスムーズにアッセイ系の構築を行っていただけます。
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Selected Publications

豊富な論文実績

Odyssey® イメージャーを用いた多くの In-Cell WesternTM アッセイの論文が既に発表され、創薬研究、シグナル伝達研究、
疾患医学を中心に、世界中の一線級の研究者に使われています。論文例は下記の URL から検索できます。

※ 本製品は試験研究用です。医療や診断目的にはご使用いただけません。
※ 価格、外観、仕様などは、予告なしに変更することがあります。
※ それぞれの商標や登録商標、製品名は各社の所有する名称です。
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