
■ウェスタンブロッティング・ドットブロッティング■

トラブル 原因 対策

シグナルが弱い 電気泳動したタンパ

ク質濃度が薄い。

できる限り濃い試料を電気泳動してください。タ

ンパク質の希釈系列を作成して最適濃度の検

討を行うのが有効です。

抗体濃度が薄い。 ドットブロッティングにより、最適な抗体濃度を

決定してください。

膜へのトランスファ

ーが不十分。

電流量を上げるか、トランスファー時間を延長し

てください。一般にゲル濃度が濃いほどトランス

ファー効率が低下します。また、グラジエントゲ

ルを用いた場合、高分子領域と低分子領域のト

ランスファー効率の差が増大しますのでご注意

ください。トランスファー法をセミドライ式からウ

ェット式に変更することにより、効率が改善する

ことがあります。

膜へのトランスファ

ー時間・電流量が過

剰。

特にニトロセルロース膜使用時には、過剰なト

ランスファー操作により、タンパク質が膜の反対

側に透過してしまう場合があります。電流量を

下げるか、時間を短縮してください。膜の種類を

PVDF に変えるのも有効です。 

バンドの中心の色

が抜けてしまう

抗体濃度が濃すぎ

る。

検出試薬によっては、過剰なシグナルにより逆

に発光が抑えられてしまうことがあります。ドット

ブロッティングを行って最適な抗体濃度を決定

してください。

エキストラバンドが

多い

抗体濃度が濃すぎ

る。

過剰な抗体により、非特異的なシグナルが増大

することがあります。ドットブロッティングにより

最適な抗体量を決定してください。

タンパク質濃度が濃

すぎる。

タンパク質量を薄めて電気泳動を行ってくださ

い。希釈系列を作成して最適濃度の検討を行う

のが有効です。

ブロッキングが不十

分。

抗原・抗体種によっては、ブロッキング剤の種

類、濃度に大きく依存する場合があります。ブロ

ッキング剤の種類や濃度の条件検討を行ってく

ださい。

洗浄が不十分。 洗浄回数を増やしてください。
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■ELISA■
トラブル 原因 対策

シグナルが弱い 抗原または抗体の

濃度が薄い。

抗原・抗体濃度の条件検討(タイトレーション)を
行ってください。

発色が強すぎる 抗原または抗体濃

度が濃い。

抗原・抗体濃度の条件検討(タイトレーション)を
行ってください。

反応時間が長すぎ

る。

反応時間を短縮してください。

バックグラウンドが

高い

抗原または抗体の

濃度が濃すぎる。

抗原・抗体濃度の条件検討(タイトレーション)を
行ってください。

ブロッキングが不

十分。

抗原・抗体種によっては、ブロッキング剤の種

類、濃度に大きく依存する場合があります。ブロ

ッキング剤の種類や濃度の条件検討を行ってく

ださい。

洗浄が不十分。 洗浄回数を増やしてください。

値の振れ幅が大き

い。

ELISA プレートに

問題がある。

ELISA プレートは、種類によってタンパク質の

吸着効率が大きく異なる場合があります。ま

た、ロット間での性能差が大きいプレートもあり

ます。より正確な測定を行いたい場合は、

ELISAプレートの選定は慎重に行ってください。 
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