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この簡易説明書は Invitrogen™ ProQuantum™ Immunoassay プロトコルに記載されている基本的な 50 µL反応
系のワークフローについての説明です。より詳細な説明については各キットに付属のマニュアルをご参照くださ
い。反応系は、96well フォーマットでは 50 µL と 20 µL、384well フォーマットで 20 µL と 10 µL があります。

スタンダード
添加量はチューブのラベルを参照（凍結乾燥品）
Assay dilution buffer 室温で

インキュベート

15
分

スタンダードの調製

Assay
dilution
buffer

2 3 4 5 6 7 8 9 101 11 12

濃度未知
サンプル

 5 µL
5,000 pg/mL

standard

A

80 µL

20 µL

濃度

B

C

D

E

F

G

H

20 µL

20 µL

20 µL

20 µL

20 µL

20 µL

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

B

標準曲線用に希釈系列を作製（例は 1/5 希釈）

Antibody-
conjugate

A

Antibody-
conjugate

B

Antibody-
conjugate

dilution buffer 

遠心
チューブ

45 µL

抗体の混合 サンプルの希釈（1/10）

12 µL 12 µL 696 µL 720 µL

0.064 pg/mL

1,000 pg/mL

200 pg/mL

40 pg/mL

8 pg/mL

1.6 pg/mL

0.32 pg/mL

0 pg/mL

31 2

ワーキングプレートにプレートシールを貼りタップして混合後
（ボルテックスは不可）、遠心（3,000 x g、1 分）
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ワーキングプレートの準備（調製中はコールドブロックを用い 4 ˚C を維持）
下記は 5 µL のサンプル量を使用して 96 ウェルプレート全体で ProQuantum Immunoassay を実行するためのワーキングプレートの
配置例と標準曲線を作成するための一般的な段階希釈図です。

試薬の準備 重要なガイドライン
• ワーキングプレートはコールドブロックもしくは氷上に置
き低温を保持してください 

• ピペッティングで溶液を十分に懸濁してください（ボルテ
ックスは使用不可） 

• 溶液の飛散を防ぐために PCR プレートをプレートラック
に装着した状態でテープを剥がしてください

• Ligase は解凍せずに常に -20 ˚C または氷上に置いてく
ださい（それ以外の試薬は室温で解凍）
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5 µL の抗体混合液をウェルに分注します。 次に、5 µL の標準溶液または濃度未知サンプルを適切なウェルに加えます。 
ピペッティングを行い溶液を混合します。

プレートにプレートシールを貼り、タップして混合後
遠心（3,000 x g、1 分）してからインキュベート開始

アッセイプレート

LigaseMaster mix

30 µL5 mL

40 µL

コニカルチューブ 試薬リザーバー
オプティカルシールを貼り、タップして
混合、遠心(3,000 x g、1 min) してから
qPCR 装置にセットします

1 ウェルの合計量 50 µL
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全ウェルにLigaseを添加した40 µLのqPCR反応混合物を加え、ピペッティングして混合する。

反応開始
抗体とサンプルを混合
5 µL の抗体混合液をウェルに分注します。次に、5 µL の標準溶液または濃度が未知のサンプルを適切なウェルに加えます。ピペッティン
グで溶液を混合します。

qPCR装置の反応条件・設定
お使いのqPCR 装置により実際の設定が異なる場合があります

データ解析 
ProQuantum クラウド対応ソフトウェアを使用してデータをインポートし結果を表示します。
ソフトウェアはこちらから apps.thermofisher.com/apps/proquantum 

qPCRを実施
全ウェルに Ligase を添加した 40 µLの qPCR 反応混合物を加え、ピペッティングで混合します。
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※1 通常プロトコル ※2 Fast プロトコル
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パラメータ Applied Biosystems 機器の設定[1]

Experiment type Standard Curve or Quantitation - Standard Curve

Reagents TaqMan® reagents

Reporter dye FAM

Quencher NFQ-MGB[2]

Passive reference ROX

Assign wells Define all wells of the 96-well plate as Unknown

Threshold 0.2

Baseline 3～15

[1]  Applied Biosystems 以外の機器の場合は、表の同等の設定を使用して各デー
タポイントのCt値を得ます

[2]  このオプションのない機器の場合は、"None"または "Non-fluorescent"を入力
してください。


