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 ご注意 

 本製品は研究用試薬です。診断・臨床用試薬として決して使用しないでくださ

い。本製品の使用にあたっては、実験室での一般の注意事項を厳守し、安全に

留意してください。 
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[1] はじめに 
 
 リポーター遺伝子を用いた遺伝子発現制御解析は、リポーター遺伝子に連結されたプロモーターなど

の転写調節エレメントを含む遺伝子構築物を細胞に導入して、ある条件下において発現されるリポーター

酵素の活性を指標に、前記エレメントに起因する遺伝子発現調節を評価する手法です。この方法におい

て問題とされるのは、トランスフェクション効率、細胞数、生育状態、細胞死など、前記エレメントに依存し

ない、サンプル間の差異です。そのため、恒常発現プロモーターに連結された、基質特異性あるいは反応

性の異なるリポーターを内部標準として加え、サンプル間のデータを標準化する手法が用いられてきまし

た。 
MultiReporter Assay System –Tripluc®–は、緑色発光ルシフェラーゼ(Green、最大発光波長 550 nm)、

橙色発光ルシフェラーゼ(Orange、580 nm)、赤色発光ルシフェラーゼ(Red、630 nm)の 3 色の発光ルシ

フェラーゼを用いたマルチ遺伝子転写活性測定システムです(1-4)。これらのルシフェラーゼはいずれも D-
ルシフェリンを発光基質として利用するため、色分離測定によって、2 つないし 3 つのリポーター酵素の活

性を簡便かつ同時にアッセイすることが可能です。最大 3 つのリポーターをご利用できますので、1 つのリ

ポーターを内部標準に用いても、2 つの被験配列の転写調節を測定することができます。 
 Tripluc® Luciferase Assay Reagent は、MultiReporter Assay System –Tripluc®–のアッセイに最適化

された測定試薬です。 
 

 本製品には以下の特長があります。 
 
特長 1 1 ステップアッセイ 

従来の 2 液タイプの検出試薬では、細胞溶解と発光反応を別々に行うため、操作が煩雑でした。本製

品では、細胞溶解・発光反応に必要な成分を 1 種類の溶液にしましたので、本試薬を添加し、10 分間イン

キュベートするだけでルシフェラーゼアッセイが可能です。アッセイの際、培地の除去は不要です。 
 
特長 2 安定した発光 

試薬組成を最適化し、マルチウェルプ

レートアッセイが可能になりました。 
 
 

図 1. Tripluc®システムを用いた

遺伝子発現解析フロー 
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[2] 製品内容 

 
品名 サイズ（＊） Code No. 保存温度 

MultiReporter Assay System –Tripluc®– 
Tripluc® Luciferase Assay Reagent 10mL MRA-301 -80℃ 

MultiReporter Assay System –Tripluc®– 
Tripluc® Luciferase Assay Reagent 10mL×5 MRA-301X5 -80℃ 

（＊） 96 ウェルプレートでアッセイを行う場合、MRA-301 は 100 反応分、MRA-301X5 は 500 反応分に相当

します。一回の測定で検出するサンプル数が少ない場合には、初回融解時に小分注して凍結保存す

ることをお勧めします（弊社内の検討では 3 回までの凍結融解は品質上問題ないことを確認しておりま

す）。 
 
 

[3] ご用意いただくもの 
 ・プロモーターなど被験配列が挿入された MultiReporter Assay System -Tripluc®-プラスミド 

  MultiReporter Assay System -Tripluc®-ベクターは本製品に含まれません。「[9]. 関連商品」を参照いた

だき、別途ご購入ください。 
 

・細胞、培地、トランスフェクション試薬など 
 
・ルミノメーター及び適合する容器 

 3色のルシフェラーゼ発光の計測には、色分離機能を備えたルミノメーターなどの測定装置が必要です。

具体的には下記仕様を備えた装置となります。 
(1) 450～750 nm の測定波長レンジを有すること。 
(2) 2 つ、または 3 つの適切な光学フィルターを装着できること。 

    また、プレートリーダーをご利用いただく場合は、白色不透明プレートをご用意ください。 
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[4] ルシフェラーゼアッセイ 
 
1. 試薬の準備 

・ ルシフェラーゼの酵素活性は温度によって影響を受けますので、本試薬を十分に室温に戻してご

使用ください。 
・ 本試薬は-80℃で保存し、融解は室温またはそれ以下で行ってください。水浴で融解することをお

勧めします。 
・ 細胞サンプルも室温に戻した後に、試薬を添加してください。 

 
2. アッセイの方法 

96 ウェルプレートでの使用例です。 

 
(1) MultiReporter Assay System –Tripluc®-のルシフェラーゼ遺伝子が導入された細胞を培養します。 

＊1；細胞培養後、そのまま発光試薬を加えて測定する場合、ご使用の測定機器に適合する白色不透明プレ

ートで培養を行ってください。 
＊2；透過率設定のため、各色のルシフェラーゼ遺伝子プラスミドを単独でトランスフェクションしたサンプルを

あわせて準備してください。 

＊3；より精度の高い測定をしていただくために、SLG、SLO、SLR の発光量ができるだけ同レベルになるよう

にプラスミドの混合量を調整してください（50倍以内）。この際、内部標準としては SLG のご使用をお勧め

いたします。内部標準として SLG をご使用いただくことで、多くの場合、内部標準として添加するプラスミ

ド量を抑え、被験配列に連結した SLO、SLR の混合量を増やすことができます（結果として、SLG、SLO、

SLR の発光量をそろえることが可能です）。 

＊4；2 色のアッセイでは SLG と SLR の組み合わせをお勧めいたします。 

 
(2) 細胞を CO2 インキュベーターから取り出し、室温に戻します。 
 
(3) それぞれのウェルに細胞培養液と等量の本試薬を添加します。 

96 ウェルプレートでは、通常 100μL の細胞培養液に 100μL の本試薬を添加します。 
 

(4) 10 分間室温でインキュベートして細胞を完全に溶解します。 
    この際、振とう機で軽く振とうすると反応液が均一になり、安定した計測が行えます。 
    また、溶解が十分行われていない場合には、さらに 10 分程度インキュベートしてください。 

 
(5) ルミノメーターで測定します。 
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[5] MultiReporter Assay System –Tripluc®- について 
 
1. ルシフェラーゼ遺伝子 
 

MultiReporter Assay System –Tripluc®– ベクターシリーズは、緑色発光ルシフェラーゼ(SLG）、橙

色発光ルシフェラーゼ(SLO)、赤色発光ルシフェラーゼ（SLR）の 3 色のルシフェラーゼで構成されます

（表 1）。これらのルシフェラーゼをコードするルシフェラーゼ遺伝子は、本来、昆虫型コドンユーセージ

を有するため、哺乳類細胞における発現が低いという問題点がありました。そこで、SLG、SLO、SLR
遺伝子は、発光特性を維持するためアミノ酸配列を変更せずに哺乳類において使用頻度の高いコドン

に変更することによって、哺乳類細胞アッセイ用に最適化されています。 
 
 表 1. MultiReporter Assay System –Tripluc®– のルシフェラーゼ遺伝子 

  最大発光波長(nm) 由来 アミノ酸配列 
緑色発光ルシフェラーゼ SLG 550 イリオモテボタル 野生型(5) 
橙色発光ルシフェラーゼ SLO 580 イリオモテボタル 変異体 (T226N)(6,7) 
赤色発光ルシフェラーゼ SLR 630 鉄道虫 野生型(8,9,10) 
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図 2. SLG, SLO, SLR による反応機構（上）と

各ルシフェラーゼによる発光スペクトル（左） 
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2. 発光の色分離測定原理 

 

MultiReporter Assay System –Tripluc®–は、アトー株式会社「ルミネッセンサーMCA」（Code No. 
AB-2250）、マイクロプレート用「Phelios」(Code No. AB-2350)、あるいは微弱発光対応型マルチラベル

プレートリーダー（パーキンエルマー社「ARVO シリーズ」など）のような、色分離機能を備えたルミノメータ

ーを用いることにより測定が可能です。 
 

(1) 2 枚の光学フィルターを使用した 3 色ルシフェラーゼの分離測定 
 アトー株式会社「ルミネッセンサーMCA」や「Phelios」を用いた測定方法をご紹介します。これらのルミノ

メーターには、色分離のため、560 nm ロングパスフィルター(560 nm LP、Filter 1)と 600 nm ロングパス

フィルター(600 nm LP、Filter 2)が内蔵されています。 
 まず、SLG、SLO、SLR をそれぞれ単独で発現させた細胞を用いて、①フィルターを用いない測定（全

光）、②560 nm LP (Filter 1)透過光の測定、③600 nm LP (Filter 2)透過光の測定を実施し、下記の係数

を算出します。 
係数名 表記 測定法 

SLG Filter 1 透過率 T1g SLG 全光に対する Filter 1 透過光の割合 
Filter 2 透過率 T2g SLG 全光に対する Filter 2 透過光の割合 

SLO Filter 1 透過率 T1o SLO 全光に対する Filter 1 透過光の割合 
Filter 2 透過率 T2o SLO 全光に対する Filter 2 透過光の割合 

SLR Filter 1 透過率 T1r SLR 全光に対する Filter 1 透過光の割合 
Filter 2 透過率 T2r SLR 全光に対する Filter 2 透過光の割合 

 

3 色のルシフェラーゼを含むサンプル中の SLG、SLO、SLR の発光量をG、O、R とした場合、①フィルタ

ーを用いない測定（全光）光量；F0、②560 nm LP (Filter 1)透過光の測定光量；F1、③600 nm LP (Filter 
2)透過光の測定光量；F2 は下記のように記述されます。 
 F0 = G + O + R  
 F1 = T1g x G + T1o x O + T1r x R 
 F2 = T2g x G + T2o x O + T2r x R 
 つまり、各係数を決定し、F0、F1、F2 を測定することによって、G、O、R は下記のように算出されます。 
 

G = 
 (T1o x T2r - T1r x T2o) x F0 + (T2o - T2r) x F1 + (T1r - T1o) x F2  

 T1g x T2o + T1r x T2g + T1o x T2r - T1g x T2r - T1r x T2o - T1o x T2g  

    

O = 
 (T1r x T2g - T1g x T2r) x F0 + (T2r - T2g) x F1 + (T1g -T1r) x F2  

 T1g x T2o + T1r x T2g + T1o x T2r - T1g x T2r - T1r x T2o - T1o x T2g  

    

R = 
 (T1g x T2o - T1o x T2g) x F0 + (T2g - T2o) x F1 + (T1o - T1g) x F2  

 T1g x T2o + T1r x T2g + T1o x T2r - T1g x T2r - T1r x T2o - T1o x T2g  

  
これらの測定機では、係数を予め入力し、G、O、R を自動で算出することが可能です。 

 

＊  上記測定原理は、アトー株式会社より特許出願されています。 

＊＊ 2 色の場合の分離測定には、560 nm LP (Filter 1)または 600 nm LP (Filter 2)のいずれかのフィルター、及び全光の

測定で色分離測定が行えます。SLG 及び SLR、SLO 及び SLR をご使用の場合は 600 nm LP (Filter 2)を、SLG 及

び SLO をご使用の場合は 560 nm LP (Filter 1)を選択いただくことをお勧めいたします。 
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(2) 3 枚の光学フィルターを用いた 3 色ルシフェラーゼの分離測定（＊） 
 パーキンエルマー社「ARVO シリーズ」を用いた測定方法をご紹介します。測定用フィルターとして、①波

長 510nm：半値幅 60nm （Filter1）、②595nm：60nm （Filter2）、③660nm:100nm （Filter3）を使用しま

す。 
まず、SLG、SLO、SLR をそれぞれ単独で発現させた細胞を用いて、①フィルターを用いない測定（全

光）、②Filter 1 透過光の測定、③Filter 2 透過光の測定、④Filter 3 透過光の測定を実施し、下記の係数

を算出します。 
 

係数名 表記 測定法 
SLG Filter 1 透過率 T1g SLG 全光に対する Filter 1 透過光の割合 

Filter 2 透過率 T2g SLG 全光に対する Filter 2 透過光の割合 
Filter 3 透過率 T3g SLG 全光に対する Filter 3 透過光の割合 

SLO Filter 1 透過率 T1o SLO 全光に対する Filter 1 透過光の割合 
Filter 2 透過率 T2o SLO 全光に対する Filter 2 透過光の割合 
Filter 3 透過率 T3o SLO 全光に対する Filter 3 透過光の割合 

SLR Filter 1 透過率 T1r SLR 全光に対する Filter 1 透過光の割合 
Filter 2 透過率 T2r SLR 全光に対する Filter 2 透過光の割合 
Filter 3 透過率 T3r SLR 全光に対する Filter 3 透過光の割合 

 
3 色のルシフェラーゼを含むサンプル中の SLG、SLO、SLR の発光量を G、O、R とした場合、①Filter 

1 の測定光量；F1、②Filter 2 の測定光量；F2、③Filter 3 の測定光量；F3 は下記のように記述されます。 

           

 つまり、各係数を決定し、F0、F1、F2 を測定することによって、G、O、R は下記のように算出されます。 

         
この計算は、Microsoft® Excel を用いて行うことができます。下記の Microsoft® Excel の関数をご利用く

ださい。 
 
逆行列の算出 

算出結果（逆行列）を表示するセル（「3 行×3 列」の範囲）を指定後、「MININVERSE」関数を選択し、元になる

配列（「3 行×3 列」の範囲）を指定し、「Ctrl キー+ Shift キー」を押しながら「OK」をクリックします。 
 

  行列計算 
算出結果を表示するセル（「3 行×1 列」の範囲）を指定後、「MMULT」関数を選択し、透過率の逆行列（「3 行×3

列」の範囲）及び測定値の行列（「3 行×1 列」の範囲）の配列 2 つを指定後、「Ctrl キー + Shift キー」を押しなが

ら「OK」をクリックします。 
 

＊ Microsoft® Excel を用いた演算シートを弊社ウェブサイトに掲載しております。ダウンロードして、ご利用ください。 

F1 

F2 
F3 

T1g T1o T1r 

T2g T2o T2r 

T3g T3o T3r 

G 
O 
R 

F1 

F2 
F3 

G 

O 
R 

T1g T1o T1r 
T2g T2o T2r 
T3g T3o T3r 

-1 
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[6] 使用例 
 MultiReporter Assay System –Tripluc®-を用いて、転写因子 AP1、NFκB の活性化を同時にモニターし

た例をご紹介します。 
 
1. 被験配列のクローニング 

pSLO-test (Code No. MRV-102)、pSLR-test (Code No. MRV-103)の各ルシフェラーゼ遺伝子の上

流に HSVtk プロモーターを挿入し、そのさらに上流に AP1 結合配列（5’-ATGAGTCAA-3’、6 コピー）、

NFκB 結合配列（5’-CGGAAAGTCCCA-3’、6 コピー）をそれぞれ挿入した、pAP1-SLO、pNFκB-SLR を

構築しました。 
 

2. トランスフェクション 
 96 ウェル白色不透明プレート（ナルジェ・ヌンク社、Code No. 
136101）に HeLa S3 細胞を 1 ウェルあたり 2×104 cells 
（100μL DMEM+10% FBS）播種し、24 時間培養しました。翌

日、1 ウェルあたり、0.09μg pAP1-SLO、0.02μg pNFκB-SLR、

及びインターナルコントロールとして 0.09μg pSLG-HSVtk 
control (Code No. MRV-301)を混合し(*1)、さらに 0.5μL 
LipofectamineTM 2000 （インビトロジェン社）と混合した後、右

図 No.1～10 のウェルの細胞に添加しました。 
 また、各ルシフェラーゼのフィルター透過率を決定するために、上図 G、O、R に、pSLG-SV40 control 
(Code No. MRV-201)、pSLO-SV40 control (Code No. MRV-202)、pSLR-SV40 control (Code No. 
MRV-203)をそれぞれ 0.2μg トランスフェクションしました(*2)。 
 この細胞を 37℃、5% CO2 下で 24 時間インキュベートしました。 
 
 *1; SLG、SLO、SLR の各プラスミドの添加量はシグナル強度差が小さくなるように調整することをお勧めします（50 倍以内を

目安）。 

*2; pSLG-SV40 control、pSLO-SV40 control、pSLR-SV40 control をお持ちでない場合は、お手持ちの各ルシフェラーゼを発

現するプラスミドのうち、できるだけ発現の高いコンストラクトを代わりにご使用ください。 

 
3. 細胞の刺激処理 
 トランスフェクションを行った細胞の培養液を除去し、下表に示す濃度の TNFα や PMA を添加した

DMEM + 10% FBS 培地を各 100μL 加え、さらに 37℃で 5 時間インキュベートしました。 
 G、O、R についても同様に DMEM + 10% FBS 培地に置換しました。 
 
     表. 刺激条件 

No. 刺激条件  No. 刺激条件 
1 -  5 - 
2 1nM PMA  6 0.001ng/mL TNFα 
3 10nM PMA  7 0.01ng/mL TNFα 
4 100nM PMA  8 0.1ng/mL TNFα 

   9 1ng/mL TNFα 
   10 10ng/mL TNFα 

 

 

G G O O R R
G G O O R R

1 1 1 1 2 2 2 3 3 3 11 12
4 4 4 5 5 5

8 8 8 9 9 9 10 10 10
1 5 5 5 6 6 6 7 7 7 11 12

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

1 2 3 4 5 6 97 8 10 11 12
A
B
C
D
E
F
G
H

G G O O R RG G O O R R
G G O O R R

1 1 1 1 2 2 2 3 3 3 11 12
4 4 4 5 5 5

8 8 8 9 9 9 10 10 10
1 5 5 5 6 6 6 7 7 7 11 12

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 121 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1 2 3 4 5 6 97 8 10 11 12
A
B
C
D
E
F
G
H
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4. ルシフェラーゼアッセイ 
 細胞を CO2 インキュベーターより取り出し、室温に戻した後、培地はそのまま、培地と等量の Tripluc® 
Luciferase Assay Reagent を加え、10 分間インキュベートしました。その後、パーキンエルマー社

ARVOMX にセットし、光学フィルター①660nm:半値幅 100nm （Filter3）、②595nm：半値幅 60nm 
（Filter2）、③波長 510nm：半値幅 60nm （Filter1）存在下でそれぞれ、2sec/ウェルで測定しました。G、O、

R についてはさらに、フィルター非存在下で全光を測定しました。 
[5] 2. (2) (p. 7)の演算方法に従って、まず、G、O、R のウェルの測定値から、それぞれのルシフェラー

ゼのフィルター透過率（例えば Filter1 透過率は、Filter1 測定値／Filter 非存在下測定値）を決定しました。

続いて、試験ウェル（no.1～10）の測定値から各ルシフェラーゼの活性値を算出しました(*1)。SLO、SLR
の活性値をインターナルコントロールである SLG の活性値で割り返し、サンプル間の標準化を行いました。

N=3 の平均値を算出し、SLO/SLG、SLR/SLG について、それぞれ薬剤処理のないサンプルの値を1 とし

て下図グラフにプロットしました。 
 

*1；Microsoft® Excel を用いた演算シートを弊社ウェブサイトに掲載しております。ダウンロードして、ご利用ください。 

 
5. 結果 
 PMA で刺激した場合、AP1、NFκB ともに濃度依存

的な活性化を認めることができました。 
一方、TNFα で刺激した場合、AP-1 の活性化はほと

んど認められず、NFκB については TNFα 濃度依存的

な活性化を確認することができました。 
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[7] トラブルシューティング 
 

現象 原因と対応 
シグナルが検出できない、または低い ・ もともと発現の低いプロモーターの可能性がありま

す。 
・ トランスフェクション試薬あるいは条件が不適当な可

能性があります。試薬や条件を変えて実施してくださ

い。 
・ プ ラ ス ミ ド の 純 度 が 低 い 可 能 性 が あ り ま す 。

Endotoxin の混入が少なくなるように再精製してくだ

さい。 
・ 細胞溶解が不十分な可能性があります。試薬が全

体に行き渡っているか確認してください。さらに、処

理時間を 5～10 分程度延長してください。 
・ ルシフェラーゼが失活した可能性があります。室温

で長時間放置しないでください。 
・ 試薬が劣化した可能性があります。新しい試薬で実

施してください。 
定量性が悪い ・ シグナルが低く、ノイズの影響を受けている可能性

があります。読取り時間を伸ばす、またはシグナル

が高くなるように実験条件を最適化してください。 
・ 発光色間のシグナルレベルの差が大きすぎる可能

性があります。トランスフェクションの際のプラスミド

の混合比を調整してください（50 倍以内を目安）。 
・ サンプル間で補正していない、あるいは補正の方法

が不適当な可能性があります。内部標準で必ず補

正してください。実験条件によっては、コントロールプ

ロモーターの転写活性が変動する可能性がありま

す。コントロールプロモーターを変更して実施してくだ

さい。 
・ 試薬が室温に戻っていない可能性があります。室温

に戻してください。 
・ 試薬が劣化した可能性があります。新しい試薬で実

施してください。 
再現性がない ・ 細胞の培養条件、処理条件など、実験条件にばらつ

きがある可能性があります。実験条件を確認してくだ

さい。 
・ ルミノメーターの不調の可能性があります。ルミノメ

ーターの動作確認を実施してください。 
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[9] 関連商品 
品名 内容 Code No. 

SLG プロモーター挿入用ベクター 
pSLG-test 20μg×1 本 MRV-101 

SLO プロモーター挿入用ベクター 
pSLO-test 20μg×1 本 MRV-102 

SLR プロモーター挿入用ベクター 
pSLR-test 20μg×1 本 MRV-103 

SLG SV40 コントロールベクター 
pSLG-SV40 control 20μg×1 本 MRV-201 

SLO SV40 コントロールベクター 
pSLO-SV40 control 20μg×1 本 MRV-202 

SLR SV40 コントロールベクター 
pSLR- SV40 control 20μg×1 本 MRV-203 

SLG HSVtk コントロールベクター 
pSLG-HSVtk control 20μg×1 本 MRV-301 
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【製造・販売元】 
 
－価格・在庫に関するお問い合わせ－ 
 
東洋紡株式会社 バイオプロダクト営業部 (大阪) 
〒530-0001 大阪府大阪市北区梅田一丁目１３番１号 
         大阪梅田ツインタワーズ・サウス 
TEL 06-6348-3786 FAX 06-6348-3833 
E-mail : order_lifescience@toyobo.jp 
 
東洋紡株式会社 バイオプロダクト営業部 (東京) 
〒104-8345 東京都中央区京橋一丁目 17 番 10 号  

住友商事京橋ビル 
TEL 03-6887-8819 FAX 03-6887-8951 
E-mail : order_lifescience@toyobo.jp 
 
－製品の内容・技術に関するお問い合わせ－ 
 
テクニカルライン 
TEL 06-6348-3888 FAX 06-6348-3833 
開設時間 9:00～12:00 , 13:00～17:00 (土日祝日、休日を除く) 
E-mail : tech_osaka@toyobo.jp 
［URL］ https://lifescience.toyobo.co.jp/ 
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