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Cytiva Webinar
まもなく開始します。
もうしばらくお待ちください。
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※開始時刻から30秒ほど遅れての配信となります。
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音声につきまして

• 視聴者の皆様の音声は講師、他の参加者
には届きません。

ご質問につきまして

• 画面右上のはてなマークをクリックして現れる
画面に質問内容を入力してください。

• 講演後まとめて講師より回答いたします。

• 入力いただいたご質問内容、質問者のお名
前は、主催者にのみ公開されます。
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November 16, 2021

戦略と測定条件の
ワークフロー
version 2.0
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はじめに
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• 今回はWebinar というよりは日々のご測定に役立つ有用
なツールのご紹介

• このPower pointのPDF版自体がツール

• 本ツールはこのWebinar後公開、ダウンロード可能

• 各ページには詳細な解説を加えたコメント欄

• お手元で戦略を確認して計画を練ってから測定へ

• Biacoreを初めて使う方から中級者レベルまで幅広く

• Version1.0ではフラグメント、低分子、抗体にフォーカス

• 各ページではリンク先へジャンプ可能

• 適宜アップデート予定

• 追加して欲しいご要望がございましたらご連絡ください。
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今回の測定の目的は？
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Screening

• 多くのサンプル（> 100）の中から候
補となるサンプルを荒く絞る

• アナライトは 1濃度で測定する
ことが多い

• 再生操作も行わないことが多い

＜代表例＞

• フラグメントスクリーニング

• 低分子スクリーニング

• 抗体スクリーニング

• 絞られたサンプル数（< 数十）を詳
細に解析してベストなサンプルを選別
する

• 数百サンプルのCharacterizationも
Biacore 8K/8K+なら現実的

• アナライトは複数濃度で測定する

＜代表例＞

• Affinity解析

• Kinetics解析

• 品質管理目的の濃度測定や
Characterizationに移る前にサンプル
の活性を確認したい場合

• サンプルの相対力価を求める場合

＜代表例＞

• Concentration assay

• CFCA

• PLA, EC50

1つ前に戻る

Characterization Concentration & Potency

ホームへ戻る
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何を Screening / Characterizationする？
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フラグメント

• 300Da以下の小さい分子

• KD値はμM～mMオーダー

• 解離が速いためセンサー
グラムは箱型

1ページ戻る 分岐前に戻る

低分子 抗体

ホームへ戻る

その他

• 数百～1000 Da程度の
分子

• KD値は nM～μM
オーダー

• 少し解離が遅いため解
離相では若干カーブが
見えることも

• HTSからの二次スクリー
ン完了後の hit化合物
ライブラリーを想定

• 大腸菌培養上清や
細胞培養上清といった
クルードサンプルに含まれ
る2価の抗体

• 1価の改変抗体は
別のアプローチ

• 核酸、その他
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フラグメント
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フラグメントにおける典型的なワークフロー全体概要
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Screening

Clean
screen

Binding
level screen

Competition
screen

Affinity
screen

Validation Structural
Medical

chemistry

Characterization

New
Library

• > 100 fragment samples
• 基本的に1濃度だけ添加
• Bad behaviorを除外
• 再生しない

• < 100 fragment samples
• 複数濃度を添加
• より良いものを選別
• 再生しない

1ページ戻る 分岐前に戻る ホームへ戻る
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Fragment clean screenの概要
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Fragment 1

Fragment 2

Fragment 3…

• Solvent correction不要かつ再生不要

• 解離せず残ってしまうフラグメントが出ても問題ない
（特異性の確認ではなく非特異的結合の排除）

Stickyな（ベタベタな）フラグメントを排除すること

・NA/SA chipへの固定化
・NTA chipへのクロスリンク
・CM5 chipへの固定化

• 1mM程度で1濃度だけ
• 添加時間は30sec程度

Stickyなので②を排除する
判定基準はベースラインが上昇したかどうか

1ページ戻る 分岐前に戻る ホームへ戻る
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Fragment clean screenの解析
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• Baseline (n+1) – Baseline n をプロット

• この解析に関してのみ Positive controlや Negative 
controlは不要

ベースラインのレスポンスだけを評価

Baseline 1 Baseline 2

Baseline 3

1ページ戻る ホームへ戻る分岐前に戻る
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Fragment clean screenの装置別処理速度
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Biacore 8K/8K+

• 8K+:
4608 samples / 8.5 h

※4608 samplesは
384 well plate 12枚運用時

• 8K:
1536 samples / 3 h

Biacore S200 Biacore T200 Biacore X100PP

• 384 samples / 7.5 h • 384 samples / 17.5 h • 不向き

• 左3つのシステムを利用

その他のシステム
（Biacore 4000を除く）

• 不向き

• 左3つのシステムを利用

1ページ戻る ホームへ戻る分岐前に戻る
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Fragment Clean screen ワークフロー
ホームへ戻る1ページ戻る 分岐前に戻る
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NA or SA chipに十分量固定化
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• Sanitizeした後はNA chip, SA chipをDockする前にランニ
ング緩衝液を流す（コメントに詳細記載）

• 固定化はWizardやMethodでの実施を推奨

• ビオチン標識リガンドを添加する前に Conditioning（洗
浄操作）を行う

• ビオチン標識リガンドの濃度は数 nM（≒数百 ng/mL～
数 μg/mL）程度の濃度で飽和するまで添加

• 固定化量は Conditioning の後から見積もる

• Extra wash にて50% Isopropanol, 1M NaCl, 50mM 
NaOHを添加する

注意点や特徴 ※取扱説明書（IFU）必読！

Sensor chip NA
Instruction

Sensor chip SA
Instruction

ホームへ戻る

Conditioning

https://d3.cytivalifesciences.com/prod/IFU/29453996.pdf
https://d3.cytivalifesciences.com/prod/IFU/22060734.pdf
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NA / SA chip …どちらを選ぶべき？
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• NAはRYDモチーフを持たないため、より非特異的結合を
抑えられる

• ビオチン標識されていない高 pI (~9.9) のタンパク質は
SAや一本鎖DNA（CAP chip）と非特異的に結合する
が NA とはしない

フラグメントの測定なら NA chipがおすすめ

SA chip CAP chip NA chip

1ページ戻る 分岐前に戻る ホームへ戻る

• NA chipは2020年初頭に発売開始

• NA chipとSAchipはビオチンとの親和力も価格もほぼ同等

• NA chipは Series S（Biacore 8K/8K+, S200, T200, 
4000）だけの提供
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NTA chipにクロスリンク
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• ビオチン標識リガンドを用意できないが His タグ付きリガン
ドは用意できる場合

• Ni-His タグの KD値は数十 μM程度でありあまり強くない
ため大量に固定化しようとしても解離してしまう

• そこで Ni と His タグが近付いたらそのままアミンカップリング
してしまう方法がクロスリンク

• CM5 chipのアミンカップリングの場合はチップ表面に標的
タンパク質を濃縮する（プレコンセントレーション）ために
標的タンパク質を酸性条件に曝す必要があり、変性、
失活するリスクがあるが、これならマイルドに固定化可能

• Biacore 8K/8K+ならテンプレートが標準搭載

注意点や特徴 ※取扱説明書（IFU）必読！

NTA Reagent Kit
Instruction

分岐前に戻る ホームへ戻る

Sensor chip NTA
Instruction

T200 NTA amine

https://cdn.cytivalifesciences.com/dmm3bwsv3/AssetStream.aspx?mediaformatid=10061&destinationid=10016&assetid=15981
https://cdn.cytivalifesciences.com/dmm3bwsv3/AssetStream.aspx?mediaformatid=10061&destinationid=10016&assetid=15982
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CM5 chipに十分量固定化
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• 十分にプレコンセントレーションが起こる条件にて
Specify contact time で 7-10 分程度で固定化
（終濃度数十μg/mL）

• 酸性条件に曝すことでタンパク質が変性 / 結合活性を失
うリスクを考慮

• 特殊な方法としてポジティブコントロール化合物とプレミッ
クスした状態でアミンカップリングすることで結合サイトを保
護しながら固定化することが可能（右図）

• CM5 chipでは十分な固定化量が稼げない場合は CM7
chipが次の選択肢

注意点や特徴

Casper et al., Analytical Biochemistry 325 (2004) 126-136

Procedure Immobilized 
ligand (RU)

Theoretical 
Rmax (RU)

Actual
Rmax (RU)

Surface 
activity

Without 
inhibitor

3000 - 4000 33 5 15 %

With inhibitor 3000 - 4000 34 32 94 %

分岐前に戻る ホームへ戻る
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タンパク質のビオチン標識方法
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1. 元からビオチン標識されているタンパク質を購入

2. AviTag™をコードするDNA配列を組み込んで発現
（右下外部リンクを参照）

3. 後からタンパク質にビオチンタグを導入
（右下タンパク質のビオチン標識についてを参照）

• Webinar 「ノウハウや経験がなくてもBiacoreの測定系を
最速で立ち上げられる方法」 に関しては主に Biotin 
CAPture Kit を使用した測定系の説明だが途中のクリップ
ビデオで後からタンパク質にビオチンタグを導入する方法を
紹介しているので参考に

この後も画一的なアプローチを組みやすくなるのでおすすめ

Webinar
ノウハウや経験がなくても

Biacoreの測定系を
最速で立ち上げられる方法

タンパク質のビオチン

標識について

外部リンク
表面プラズモン共鳴（SPR）法を

用いた蛋白質に結合する
低分子リガンドスクリーニング

分岐前に戻る ホームへ戻る

https://www.cytivalifesciences.co.jp/tech_support/webinar/fastest-way-to-start-up-biacore.html
https://www.pssj.jp/archives/protocol/measurement/SPR_01/SPR_01.html
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ポジティブコントロール化合物の添加で
十分なレスポンスを確認
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• フラグメントと同じポケットに結合する化合物をポジティブコ
ントロールとする

• 十分量固定化された標的タンパク質の活性率を確認

• Solvent correction も実施して正確に KDを算出する
（右下参照）

• 正確なKD算出はLMWCharacterization参照（後述）

• 100 * Actual Rmax / Theoretical Rmax = 活性率(%)

• 得られた活性率（Actual Rmax）からフラグメントのレス
ポンスを見積もり、以降の測定系がワークするか考察

• あまりにもレスポンスが小さいなら固定化方法を再検討

• 標的タンパク質の再調製も視野に入れる

Kinetics / Affinity解析を実施し KDを得る

原理解説
Solvent correction

ランニング緩衝液が
2% DMSOの時の
sol corr調製方法

ランニング緩衝液が
5% DMSOの時の
sol corr調製方法

Immobilized 
ligand (RU)

Theoretical 
Rmax (RU)

Actual
Rmax (RU)

Surface 
activity

3000 - 4000 33 5 15 %

3000 - 4000 34 32 94 %

フラグメントでも測定容易

フラグメントではレスポンスが見えづらい

分岐前に戻る ホームへ戻る

https://cdn.cytivalifesciences.com/dmm3bwsv3/AssetStream.aspx?mediaformatid=10061&destinationid=10016&assetid=33044
https://cdn.cytivalifesciences.com/dmm3bwsv3/AssetStream.aspx?mediaformatid=10061&destinationid=10016&assetid=36755
https://cdn.cytivalifesciences.com/dmm3bwsv3/AssetStream.aspx?mediaformatid=10061&destinationid=10016&assetid=36756
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Fragment clean screen -Assay setup
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典型的なセットアップと注意点

• Clean screenは標的タンパク質やチップ表面にフラ
グメントが残留しているかどうかを確認する

• Solvent correctionは不要

• 再生操作を含まないので残存する結合が後続のサ
ンプルに影響を与える（→定期的にポジティブコン
トロール化合物を添加しレスポンスを確認する）

1ページ戻る ホームへ戻る分岐前に戻る
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Fragment binding level screenの概要
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Fragment 1

Fragment 2

Fragment 3…

センサーグラム形状が典型的でないフラグメントを排除すること
• 1mM程度で1濃度だけ
• 添加時間は30sec程度
• 溶媒補正する

• 結合相でレスポンスが上昇し続ける
• 副次的な結合サイトがあるかもしれない
• ピペッティング不十分のケースもあり

• 解離相でカーブが出現する
• kd < 1e-1
• フラグメントではまず見られない

• 理論的Rmaxを超過する
• 凝集、副次的な結合サイト ・NA/SA chipへの固定化

・NTA chipへのクロスリンク
・CM5 chipへの固定化

分岐前に戻る ホームへ戻る
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Fragment binding level screenの解析
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• Binding_earlyのデータをプロット

• ソフトがセンサーグラム形状を自動判別

• 0濃度、Positive control、 Negative controlでの判別も
行う

解析ソフト側が自動的に形状を判別

Binding_early

1ページ戻る 分岐前に戻る ホームへ戻る
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Fragment binding level screenの装置別処理速度
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Biacore 8K/8K+

• 8K+:
3456 samples / 33.5 h

• 8K:
384 samples / 4 h

Biacore S200 Biacore T200 Biacore X100PP

• 350 samples / 16 h • 350 samples / 24 h • 不向き

• 左3つのシステムを利用

その他のシステム
（Biacore 4000を除く）

• 不向き

• 左3つのシステムを利用

1ページ戻る 分岐前に戻る ホームへ戻る
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フラグメントBinding level screeningワークフロー
1ページ戻る 分岐前に戻る ホームへ戻る
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Fragment binding level screen -Assay setup

24

典型的なセットアップと注意点

• Binding level screenでは非典型的な挙動をする
フラグメントを除外

• 形状が重要なので Solvent correctionが必要

• 典型的なフラグメントでは結合/解離は非常に速いため、
センサーグラムは箱型

• 再生操作を含まないので残存する結合が後続のサンプル
に影響を与える（→定期的にポジティブコントロール化合
物を添加しレスポンスを確認）

• ネガティブコントロールサンプルも必ず用意する（ランニン
グ緩衝液はネガティブコントロールにならない）

1ページ戻る ホームへ戻る分岐前に戻る
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Fragment affinity screenの概要
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タンパク質との結合を確認しKD値を算出しランキングする

Fragment 1

• Max 1 mM～ 50 μM
• 0濃度含め8点の1.5倍希釈系列をたてる
• MC法
• 添加時間は30sec程度
• 溶媒補正する

• タンパク質は十分量固定化

• 濃度条件を振った affinity測定を行う

• フラグメントの affinityは数百μM～数mM くらいの値にな
るが、溶解性が悪いため高濃度側のデータが取れないこ
とがある

• いくつかの Biacoreシステムでは Constant Rmax というモ
デル式が提供されており、これは Rmaxの値を一定にする
ことでフィッティングカーブに漸近線を描かせる

• Rmaxの値は Rmax control というポジコン化合物を飽和
濃度で添加するか、ポジコン化合物をkinetics/affinity解
析することで得られる

・NA/SA chipへの固定化
・NTA chipへのクロスリンク
・CM5 chipへの固定化

分岐前に戻る ホームへ戻る
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Fragment affinity screenの解析

26

データが収束するかどうか

A) Steady stateで収束する（理想的）

B) Steady stateで収束しない
→Rmax controlを用いて低濃度側だけで解析
（高濃度側はRmax controlで補完）

C) Steady stateで収束するが理論的Rmaxを超過
→Constant Rmax (multi site)で解析
→副次的な結合サイトが存在

1ページ戻る 分岐前に戻る ホームへ戻る
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Fragment affinity screenの装置別処理速度

27

Biacore 8K/8K+

• 8K+:
64 samples / 5 h

• 8K:
64 samples / 5 h

Biacore S200 Biacore T200 Biacore X100PP

• 8 samples / 5 h • 8 samples / 5.5 h • 1 sample / 1 h

その他のシステム
（Biacore 4000を除く）

• 不向き

• 別のシステムを利用

1ページ戻る 分岐前に戻る ホームへ戻る
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Fragment Affinity screenワークフロー
1ページ戻る 分岐前に戻る ホームへ戻る
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Fragment affinity screen -Assay setup

29

典型的なセットアップと注意点

• Affinity screenでは標的タンパク質との結合を確認し
affinity（大体数百μM～数mM）を算出

• 溶解性が悪いフラグメントのためにRmax control用の
データを取得することもある

• 通常の affinity測定の通り、Solvent correction実施、
フラグメントは1つのブランクを含む 7-8点の濃度のデータ
を取得

• ポジコン化合物、ネガコン化合物も取得

分岐前に戻る ホームへ戻る
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低分子

30



Cytiva 3131

• 低親和力でセンサーグラムがカーブしていないとき
（および結合様式が不明なとき）

Affinity：平衡値をプロットしてフィッティング

• 結合様式に沿うモデル式があり、センサーグラムがカーブ
しているとき

Kinetics：センサーグラムをモデル式でフィッティング

KD
2 * KD以上

（前提1）Affinity解析と Kinetics解析について 1ページ戻る ホームへ戻る
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（前提2）
低分子の Kinetics解析を行う際のリガンド量について

32

• 低分子は kaが大きくなりがちで MTL（マス
トランスポートリミテーション）の影響を受け
やすい

• Kinetics解析ではMTLを避けないと信頼
性の高いデータを得ることができない

• 高分子の時より一層リガンド量を少なく保つ
ようにしないと信頼性が大幅に低下する

低分子の Kinetics解析は特にMTLに注意 MW = 50 000 （高分子） MW = 500（低分子）

Rmax=
100 RU

Rmax=
10 RU
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条件：全て ka = 106, kd = 10-2, 15nMでアナライト添加
ピンク：MTLが一切ない理想環境 黒：実際のセンサーグラム
低分子はRmaxを低く保ちMTLを避けないと黒のデータがピンクのデータに近づかない

1ページ戻る ホームへ戻る
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低分子における典型的なワークフロー全体概要

33

Screening

LMW
screen

Competition
screen

Validation Structural
Medical

chemistry

Characterization

HTS
hits

HTS
LMW

kinetics / affinity

• > 100 LMW samples
• 基本的に1濃度だけ添加
• 再生しない

• < 100 LMW samples
• 複数濃度を添加
• より良いものを選別
• 再生する

分岐前に戻る ホームへ戻る
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LMW screenの概要

34

LMW 1

LMW 2

LMW 3…

• 標的タンパク質を十分量固定化

• 再生せずに化合物を測定しきる

• キャプチャー法も取れなくはないが普通はしない

ランキングや閾値を設けて有望な低分子を選別 • 30μM程度で1濃度だけ
• 添加時間は60sec程度
• 溶媒補正する

・NA/SA chipへの固定化
・NTA chipへのクロスリンク
・CM5 chipへの固定化

1ページ戻る 分岐前に戻る ホームへ戻る
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LMW screenの解析

35

補正機能を正しく使う

• 0濃度データでの差し引き

• 分子量補正

• （キャプチャー量補正）

• コントロールサンプル補正

• 中央値補正

Binding_late

• Binding_lateのデータをプロット

• 0濃度、Positive control、 Negative controlで補正

• ネガコンと比較してレスポンスがあるかどうか

• Stickyな化合物があれば除外

月刊Biacoreコンシェルジュ
5月号（2021年）
低分子スクリーニングの
補正機能について

1ページ戻る 分岐前に戻る ホームへ戻る

https://www.cytivalifesciences.co.jp/contact/biacore-concierge/correction-function-for-small-molecule-screening.html?mkt_tok=NjE0LVZGVS0zMzQAAAF9HEhP0WLLri4izUsh-HnvxkyJLe7nxkTazBHJ49srOpT-T-MswGarfHomfIQ-ebtps9SG0JBjG2fgxr2qCwR6M1MN3BINjSwuYMVQppDsznQ
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LMW screenの装置別処理速度

36

Biacore 8K/8K+

• 8K+:
320 samples / 5.5 h

• 8K:
320 samples / 5.5 h

Biacore S200 Biacore T200 Biacore X100PP

• 192 samples / 20 h • 192 samples / 22 h

その他のシステム
（Biacore 4000を除く）

• 不向き

• 左3つのシステムを利用

• 不向き

• 左3つのシステムを利用

1ページ戻る 分岐前に戻る ホームへ戻る



Cytiva 3737

低分子における典型的な LMW screen ワークフロー
1ページ戻る 分岐前に戻る ホームへ戻る
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LMW screen -assay setup

38

典型的なセットアップと注意点

• LMW screenでは標的タンパク質に対して特異的な結合
をする化合物を選別

• 同時にプロミスカスバインダーな化合物を除外

• 通常1濃度 30μMで添加

1ページ戻る 分岐前に戻る ホームへ戻る
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LMW kinetics / affinity の概要

39

タンパク質との結合を確認しKDあるいはka、kdを算出しランキング

LMW 1

• Max 30～1μM
• 3-7点の2-5倍希釈系列をたてる
• SC法
• 0濃度も取得する
• 添加時間は60sec程度
• 溶媒補正する

• それなりに親和力が強い化合物もあるため再生条件が
決まっているキャプチャー法も多く用いられる

• 再生条件検討不要ならこれまでのようにNA/SA chipや
NTA chipへのクロスリンク、CM5へのアミンカップリングも用
いることが可能

• 0濃度のデータも別途取得

• Positive control, Negative controlのデータも取得する

Biotin CAPture Kitや
NTA Reagent Kit, His Capture Kit
などのキャプチャー法が取られることもある
…ただしBiotin CAPture Kitが推奨

分岐前に戻る ホームへ戻る
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LMW kinetics / affinity の解析

40

On-off rate mapを活用して選別

• センサーグラムが平衡値に達していればAffinity解析

• 解離相でカーブが見られ、Kineticsでフィッティングできそう
な場合はka、kd算出

• On-Off rate mapを描き望む特性の化合物を選別する

1ページ戻る 分岐前に戻る ホームへ戻る
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LMW kinetics / affinityの装置別処理速度

41

Biacore 8K/8K+

• 8K+:
16 samples / 2.5 h

• 8K:
16 samples / 2.5 h

Biacore S200 Biacore T200 Biacore X100PP

• 16 samples / 8.5 h • 16 samples / 9 h

その他のシステム
（Biacore 4000を除く）

• 1 sample / 2 h

• 不向き

• 別のシステムを利用

1ページ戻る 分岐前に戻る ホームへ戻る
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低分子における典型的な LMW kinetics/affinity ワークフロー①

次ページへ続く

1ページ戻る 分岐前に戻る ホームへ戻る
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低分子における典型的な LMW kinetics/affinity ワークフロー②

前ページのNoから
（再生操作不要）

1ページ戻る 分岐前に戻る ホームへ戻る
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リガンドタンパク質キャプチャー後のセンサーグラムが
安定していることを確認（Biotin CAPture Kitの場合）

44

• リガンドタンパク質キャプチャー後のベースラインが非常に
安定する（緑矢印部分）

• ここが安定していないとアナライト（化合物）の相互作
用が正確に見積もることができない

• 図ではマルチサイクル法を示しているがシングルサイクル法
をお勧め

• リガンドのキャプチャー量から理論的Rmaxを算出し、アナ
ライトが低分子の場合は < 20 RU（目安）を目指す

最もお勧めできる

Biotinylated
Ligand capture

Analyte

Biotin CAPture 
Reagent

Regeneration

分岐前に戻る ホームへ戻る
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リガンドタンパク質キャプチャー後のセンサーグラムが
安定していることを確認（Hisタグタンパク質の場合）

45

• NTA chip + NTA Reagent KitもCM5 chip +His capture kitも
あまり親和力が強くないためキャプチャー後ベースラインが
不安定なのが課題

• ある程度キャプチャー量が減ると、一旦解離したHisタグタ
ンパク質が、近くの空いたNiやHis抗体と再結合するため
見かけ上安定したベースラインが得られる（右下参考）

• ここが安定していないとアナライト（化合物）の相互作
用が正確に見積もることができない

• 図ではマルチサイクル法を示しているがシングルサイクル法
をお勧め

• リガンドのキャプチャー量から理論的Rmaxを算出し、アナ
ライトが低分子の場合は < 20 RU（目安）を目指す

NTA chip + NTA Reagent Kit か CM5 chip + His capture kit

月刊Biacoreコンシェルジュ
5月号（2021年）

Hisタグタンパク質固定化のトリセツ

Approaches for capture
of histidine-tagged proteins

Ligand capture

Analyte

Ni solution EDTA

分岐前に戻る ホームへ戻る

https://www.cytivalifesciences.co.jp/contact/biacore-concierge/his-tag-protein-handling-instructions.html?mkt_tok=NjE0LVZGVS0zMzQAAAF9HEhP0T0upVT3Q-9cLZzHqNIQPPf2R-aIcVc6RGlm_kpHGq3X4m4_8DWhf7oxMKmuSVjvt-nzx0b8jwwGKmtGJLCNkhxP5EtfdOVmD-xt27I
https://cdn.cytivalifesciences.com/dmm3bwsv3/AssetStream.aspx?mediaformatid=10061&destinationid=10016&assetid=16083


Cytiva 46

リガンドタンパク質キャプチャー後のセンサーグラムが
安定していることを確認（何らかのタグがある場合）

46

• 基本的に His capture kit と同じ

• リガンドタンパク質キャプチャー後のベースラインの安定性
が課題（緑矢印部分）

• ここが安定していないとアナライト（化合物）の相互作
用が正確に見積もることができない

• 図ではマルチサイクル法を示しているがシングルサイクル法
をお勧め

• リガンドのキャプチャー量から理論的Rmaxを算出し、アナ
ライトが低分子の場合は < 20 RU（目安）を目指す

抗タグ抗体を使用することが多い

Ligand capture

Analyte

抗タグ抗体が多い

分岐前に戻る ホームへ戻る
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アミンカップリング法で固定化量を調節する

47

• CM5 chipへの共有結合なのでベースラインは非常に安定

• 固定化量の調節（右図：プレコンセントレーションの傾
きを制御）とリガンドタンパク質の失活が課題

• リガンドタンパク質の失活は経時的にも、再生操作によっ
ても起こりうる

リガンドタンパク質失活のリスクを常に考える

分岐前に戻る ホームへ戻る

プレコンセントレーション：
添加濃度が異なれば傾きは変わる

プレコンセントレーション：
添加時間が延びれば固定化量は増える
とは言え直線的にはならない
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LMW kinetics/affinity -assay setup

48

典型的なセットアップと注意点

• テンプレートの使用を推奨

• LMW kinetics/affinityでは標的タンパク質に対して
kinetics解析あるいは affinity解析を実施

• アナライト濃度は 0.1-10*KD程度

• 最高濃度でRmaxに近いくらいのデータ（右図赤）

• 高濃度すぎても低濃度すぎても良くない

• Affinity解析の場合は少なくとも 2*KDの濃度を取得

• 理論的Rmax < 20 RU（目安）

1ページ戻る 分岐前に戻る ホームへ戻る

LMW kinetics/affinity

(Analyte) Flow rate > 30 uL/min

(Analyte) Injection type Single cycle kinetics

(Analyte) Contact time 60 sec

(Analyte) Dissociation time 180-600 sec

(Analyte) Pooling Optional

(Analyte) Concentration 0.1 - 10 × KD

(Ligand) Flow rate 10 uL/min

(Ligand) Contact time 60-180 sec (Theoretical Rmax<20RU)
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抗体

49



Cytiva 50

（前提1）取り扱えるサンプルについて

流路が詰まるからクルードなサンプルは無理？

• ハイブリドーマの培養上清

• 大腸菌培養上清

• 血清

フルサイズの抗体以外でも可能

• Fab

• scFv

• その他何かしらのタグがあれば

50

• 不溶物がなければそのまま希釈して使用して問題ない

• 通常、ランニング緩衝液（HBS-EP+推奨）にて 2~20倍程
度希釈して利用

• 一方で、論文では遠心（14000rpm, 5min程度）あるいは
フィルトレーション操作により大きな粒子を除去しているもの
も見かけられる

• 非特異的結合が起きる場合は NSB Reducer (BR100691)
を終濃度 1mg/mLになるよう添加すれば抑制できる可能性
がある（やや使い方特殊なのでバイオダイレクトラインへ）

1ページ戻る ホームへ戻る
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（前提2）Multi cycle 法とSingle cycle 法の違い

51
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Multi cycle 法 Single cycle 法

1-5

Multi cycle 法
各濃度は個別サイクルで測定する

Single cycle 法
各濃度は同一サイクルで測定する

Pros • 古典的方法。
• アフィニティー解析にはよく使われる

• 再生操作が不要（再生困難なリガンドにも適用可能）
• 解離が遅いサンプルでより正確な測定ができ有利
• キャプチャー法におけるリガンド消費量が少ない
• １RUNの時間短縮で、リガンド失活の影響を受けにくい

Cons • 再生条件の検討が必要
• 再生困難なサンプルに適用不可
• 解離の非常に遅いサンプルで不利

• キャプチャー後のベースラインドリフトが安定でないと困難
（Biotin CAPture kitおすすめ）

1ページ戻る ホームへ戻る
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2価の抗体における典型的なワークフロー全体概要

52

Screening

Yes/No
binding

Kinetic
screen

Epitope
binning

Kinetic
analysis

Fcγ
binding

FcRn
binding

Active
conc.

Characterization

• クルードな溶液中の抗体
• 抗体をリガンドとしたキャプチャー法
• 抗原1濃度で添加

• 精製済み抗体
• 抗体をリガンドとしたキャプチャー法
• 抗原複数濃度で添加

1ページ戻る ホームへ戻る
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Kinetic screenの概要
（2価なら）抗体をリガンド、抗原をリガンドに

53

• 目的の抗体を含むクルードな溶液を抗抗体やSensor 
Chip Protein Gなどでキャプチャー

• 抗体の濃度は不明であることが多いためアナライトとしてし
まうと kinetics解析ができない

• 抗原をリガンドとする系でも（困難だが）評価は可能
（サンプル数と量を考慮して測定者が選択）

• ただしその場合は抗原のリガンド量を少なく保つことを推奨

注意点と特徴

Ref Act

抗体の数や得たい解析結果の
精度にもよるが、抗原は大体 1濃度のみ

AffinityとAvidityについて
より深く理解する

1価の抗体の場合

分岐前に戻る ホームへ戻る
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抗体のキャプチャー方法

54

Sensor chip Protein A, G, (L) CM5 + 各種キャプチャーキット＋ Amine coupling kit

大体これで問題ないが、FCSとは非特異的結合する

• Protein AやGやLが pre-immobilize されたチップ

• 遠心あるいはフィルトレーション済みの培養上清などをそのまま
添加することで抗体はキャプチャーされる

Sensor chip 抗体種

Protein A

Human IgG1, IgG2 and IgG4
mammalian IgG
Stability of mouse IgG1 is quite low, so kinetic studies 
challenging

Protein G
Human, rat, mouse, rabbit, sheep, goat, pig, cow, horse IgG
Not bind chicken IgG, human IgA, IgD, IgE and IgM

Protein L
(for yes/no screening)

Kappa light chain subtypes 1,3 and 4
Not bind bovine immunoglobulins ( so useful for antibodies 
from serum based culture )

準備がやや面倒だがCM5チップでワークする

• 弊社からはMouse antibody capture kit, Human antibody 
capture kit, Human Fab capture kit を用意

• その他の動物種については他社製品で対応

• Amine coupling Kitが必要

• 固定化の作業が必要

• 通常 Reference cellにも抗抗体を固定化するがタンパク質
フリーにしたいのであればあえて固定化しない選択肢もある

• Protein Gは Fatal Calf Serum と結合するためこちらが選ばれ
ることもある

• mIgG1が含まれる場合もキャプチャーキットが無難

1ページ戻る 分岐前に戻る ホームへ戻る
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代表的な解析フォーマット

55

評価対象 評価内容

Capture level
のプロット

そのクローンの抗体発現量

Stability early vs Capture level
のプロット

抗体発現量は多くとも抗原との
親和力が弱いクローンを見分ける

Stability early vs Stability late
のプロット

複合体の安定性

評価対象 評価内容

Off-rate ranking

• Insightに標準搭載の 1:1
dissociation model使用

• 抗原の濃度不要
• Kinetics screeningよりも簡易

Kinetic screening
• 1濃度の抗原だけでkaとkdを算出
• On-Off rate mapの評価可能

Blankサイクルを必要としない、Report point-based screening

Blankサイクルが必要な、Sensorgram-based screening

1ページ戻る 分岐前に戻る ホームへ戻る

Stability early Stability late
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Capture levelのプロット

56

Sample number

• 抗体発現量の多いクローンを選別することが可能

1ページ戻る 分岐前に戻る ホームへ戻る
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Stability early vs Capture level のプロット

57

• 抗原との結合量が少ないクローンを除外可能

1ページ戻る 分岐前に戻る ホームへ戻る
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Stability early vs Stability late のプロット

58

• 複合体の安定性の良い抗体を選別可能

抗原が全く解離しないなら

100% left lineに乗る

1ページ戻る 分岐前に戻る ホームへ戻る
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Off-rate ranking

59

• 複合体の安定性の良い抗体を選別可能• Blank（0濃度）のデータを差し引く必要がある

• 1:1 dissociation modelで解析

1ページ戻る 分岐前に戻る ホームへ戻る
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Kinetic screening

60

• On-Off rate mapを描き、より詳細に望む特性の
抗体を選別可能

• Blank（0濃度）のデータを差し引く必要がある

• 1:1 binding modelで解析

1ページ戻る 分岐前に戻る ホームへ戻る
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2価のヒト抗体における典型的な Screeningワークフロー
分岐前に戻る ホームへ戻る1ページ戻る



Cytiva 6262

2価のマウス抗体における典型的な Screeningワークフロー
分岐前に戻る ホームへ戻る1ページ戻る
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1ページ戻る 分岐前に戻る ホームへ戻るProtein A, G, Lについて

結合できる生物種とサブクラス、および CofAに注意

• Protein A, G, Lがあらかじめ固定化されているこれらの
Sensor chipは Ready-to-useで便利なので積極的に利
用可能

• ただし Protein A は hIgG3およびmIgG1と、Protein Gは
mIgG1 との親和力がないあるいは弱いため、これらのチッ
プを利用することは非推奨：キャプチャーキットを推奨

• Protein L chipはベースラインドリフトが起きやすいため
Characterizationには不向き

• 新製品の PrismA chipは VH3 と結合するため
Characterization には不向き

• Protein G, L chipはCertificate of Analysisが発行されな
いため QCでの利用は非推奨
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Kinetic screen -Assay setup

64

Report point-based screening Sensorgram-based screening

特徴
Blank が不要
• Capture level
• Stability early, Stability late

要Blank
• Off-rate ranking
• Kinetics screening

(Analyte) Flow rate > 30 uL/min > 30 uL/min

(Analyte) Injection type Low sample consumption High performance

(Analyte) Contact time 60 sec 60-120 sec

(Analyte) Dissociation time 120 sec 180 sec

(Analyte) Pooling Optional Optional

(Analyte) Concentration Use the same conc. In all cycles Use the same conc. In all cycles

(Ligand) Flow rate 10 uL/min 10 uL/min

(Ligand) Contact time 60-180 sec 60-180 sec

分岐前に戻る ホームへ戻る
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Screeningにおける抗原の濃度は？

65

100 nMで良い

• 抗原が一般的なタンパク質の場合、抗原抗体反応の
kineticsはおよそ ka = 104 ~ 5, kd = 10-5 ~ -3 くらいに収まる

• 右図は ka = 105, kd = 10-4 , Rmax = 500 RU としたときに
アナライトをそれぞれの濃度で添加した場合のシミュレー
ションデータ

• 図より1点の濃度だけで十分なレスポンスを得るためには
100 nMで添加すれば十分と言える
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Response(RU) Sensorgram

Time (seconds)

1000 nM
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1ページ戻る 分岐前に戻る ホームへ戻る



Cytiva 66

Ligand Analyte

Cycle 04

Cycle 05

Cycle 06

Cycle 07

Cycle 08

Cycle 09

Cycle 10

Cycle 11

Cycle 12

Cycle 13

Cycle 14

Cycle 15

理想的な Setup

Blank

Ligand Analyte

Cycle 04

Cycle 05

Cycle 06

Cycle 07

Cycle 08

Cycle 09

Cycle 10

Cycle 11

Cycle 12

Cycle 13

Cycle 14

Cycle 15

スループット重視

BlankRep

BlankRep

Blankは各リガンド毎に取得するべきか？

• Sensorgramを解析する際は、アナライトが0濃度のデータ
（=Blank）を取得した上でアナライト分子入りのデータか
らBlankを差し引くことで、ドリフト、機械的ノイズや非特異
的結合の影響を抑える必要がある

• その意味で、全ての抗体について①0濃度のデータと
②アナライト分子入りのデータを取得することが望ましい

• 一方で全抗体についてBlankを取るとスループットが悪くな
るので、「5-10サイクルおきに代表的な抗体(Rep)をキャプ
チャーした上で0濃度を取り、それをBlankとする」という方
法を取ることも可能

（Sensorgram-based screeningにおける）
Blankの設定について

1ページ戻る 分岐前に戻る ホームへ戻る
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アッセイフォーマットは Screeningとほぼ同じ

• 抗体は精製後のものを使用

• 図ではマルチサイクル法を示しているがシングルサイクル法
をお勧め（リガンドの消費量、および正確な kd算出の
観点から）

• リガンドのキャプチャー量から理論的Rmaxを算出し、アナ
ライトが高分子の場合は < 50 RU （目安）を目指す

Kinetic analysisの概要

• 抗ヒト orマウス抗体
• Protein A or G
• 抗タグ抗体など

分岐前に戻る ホームへ戻る
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2価のヒト抗体における典型的な Characterization ワークフロー
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2価のマウス抗体における典型的な Characterizationワークフロー
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Kinetic analysis -Assay setup

70

Kinetic analysis

(Analyte) Flow rate > 30 uL/min

(Analyte) Injection type Single cycle kinetics

(Analyte) Contact time 60-120 sec

(Analyte) Dissociation time 180-600 sec

(Analyte) Pooling Optional

(Analyte) Concentration 0.1 - 10 × KD

(Ligand) Flow rate 10 uL/min

(Ligand) Contact time 60-180 sec (Theoretical Rmax<50RU)

分岐前に戻る ホームへ戻る

Ligand Analyte

Cycle 04

Cycle 05

Cycle 06

Cycle 07

Cycle 08

Cycle 09

Cycle 10

Cycle 11

Cycle 12

Cycle 13

Cycle 14

Cycle 15

Blank Setup

Blank
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Concentration & Potency
Biacoreでの活性濃度測定概要

71
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その他の手法での濃度定量と何が違う？

72

Bradford法、Lowry法など分光光度計を用いた測定系

– 全タンパク質を定量

– 失活しているタンパク質も含まれてしまう

吸光度を指標にする測定系

– 色素を持つサンプルは光の吸収や散乱の影響あり

ELISAによる濃度定量

– Wash outの作業で測定前に検体が外れてしまう

– 標識、基質反応など手技によるバラつき

– エンドポイントアッセイなので異常値の理由付けが困難

Biacoreによる（標品を使った）濃度定量

– ELISAのデメリットはない

– ただし標品自体の活性濃度が間違っていると正しい
濃度定量ができない

真の結合活性を持つサンプルの濃度定量は難しい

1ページ戻る ホームへ戻る
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Report point and sensorgram-based assays

73

Report point-based concentration assay Sensorgram-based concentration assay (CFCA)

1ページ戻る ホームへ戻る
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検量線を用いた濃度測定

74

• Active cellのみを利用する（reference cellは不要）

• 添加時間を変更しアッセイの感度とダイナミックレンジを調節

• 短い解離時間（15s）にてアッセイ系全体に掛かる時間
を短縮する

アッセイ上の特徴

1ページ戻る 分岐前に戻る ホームへ戻る
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検量線を用いた濃度測定の全体像

75

1ページ戻る ホームへ戻る

Assay design Sensorgram Data evaluation

Sample

Detector 
Antibody

Sensor chip

分岐前に戻る

（検量線を用いた）
濃度測定における Tips
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検量線を用いた
濃度測定のアッセイフォーマット

76
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複数のニードルを持つシステムにおけるアッセイ系

77

Serial assay format Parallel assay format

1ページ戻る ホームへ戻る

• 評価はチャネル内で行われるためそれぞれのチャネルごと
に Calibrantが必要となる

• 異なるチャネルで異なる濃度の Calibrant を測定

• 各検量線サイクル前に normalizationサイクルが必要

分岐前に戻る
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検量線を立てる濃度測定のアッセイフォーマット

78

Direct binding assay (DBA) と Inhibition in solution assay (ISA)

1ページ戻る ホームへ戻る

• DBAは最も直接的なアプローチ

• エンハンスメントがあろうとなかろうと、レスポンスはアナライ
ト濃度に比例する

• Inhibition in solution assayおよび Surface competition 
assayはともに阻害法として分類される

• 低分子の濃度測定ではレスポンスの問題から阻害法が
用いられやすい

• 阻害法ではレスポンスはサンプル中のアナライトの濃度と
反比例する

Inhibition in solution assay
(ISA) とも

DBA

分岐前に戻る
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DBA について

79

特徴

分岐前に戻る ホームへ戻る

• リガンドはセンサーチップ表面に直接あるいはキャプチャー
して保持

• アナライト濃度はセンサーグラムの slopeか特定のタイミン
グでの結合レスポンスで決定される

• Slopeはセンサーグラムが直線的な結合初期を用いること
が多い

• 結合レスポンスはサンプルマトリックスの影響によるバルクを
避けるためアナライト添加後を用いることが多い

• DBAのサンプル添加後には、アッセイの特異性や感度を
向上させる目的で二次的な相互作用物質（エンハンス
メント分子）を添加可能だが、感度向上したので最近は
利用されない

1ページ戻る
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操作範囲（operating range）を調整する -DBA

80

• アッセイの操作範囲は、測定可能な下限値と上限値で
定義される

• 検量線を決定してアッセイのおおよその範囲を確立する

• 添加時間やリガンド量を調節しても行いたい操作範囲の
要求に応えられない場合はリガンドやアッセイフォーマット
の選択を見直す

• ベストパフォーマンスを得るには DBAの操作範囲を検量
線の直線領域に限定する必要がある（実際には高濃
度での検量線の多少の湾曲は許容される）

• DBAの操作範囲の上限調節方法としては

➢ リガンドの量を増やす

➢高い親和性を持つリガンドを使用

DBAの場合

1ページ戻る ホームへ戻る

リガンドの量を増やす
アナライトのレスポンスは高くなるが
検量線の形状は少し変化する

親和性の強いリガンドを使用
操作範囲が低濃度側にシフトする

分岐前に戻る
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DBA濃度測定のアッセイ系の標準的な set up

81

1ページ戻る ホームへ戻る

Step Action

1. 適切な Sensor chipをドックする。

2. 1-10回の再生操作入りの startupサイクルを実行する。高濃度の Calibrant を模したアナライトを添加する。
すなわち、DBAならば高濃度のアナライト、ISAならば低濃度（あるいはゼロ濃度）のアナライトを測定する。

3. Parallel DBA assay を行う場合は2.の startupの直後に normalization cycleを実行する。Calibrantか既知
濃度のアナライトを検量線の中心の濃度で全チャネルに添加する。

4. 2-8点の濃度の Calibrant を用いた検量線を測定する。検量線はアッセイ系に応じて間隔を置いて複数回測定
する。Parallel DBA assayを行っている場合は検量線の前に normalization cycleを実行する。

5. アッセイ系に応じて Control sampleを実行する。通常、アッセイの開始時と終了時の他、間隔を置いて定期的
に測定する。アッセイの安定性をモニターする。

6. 必要があれば Reference sampleを測定する。アッセイの正確性を検証する。

7. 濃度未知のサンプルを測定する。測定された値が検量線の範囲内に入るよう希釈する。何点か希釈したデータ
を用意して、少なくとも1点のデータが検量線の範囲内であればそれを用いてよい。

分岐前に戻る
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ISA（Inhibition in solution assays）について

82

特徴

ホームへ戻る

• ISAでの阻害は、Detecting molecule の表面への結合を
阻害する Analyte を利用し、通常低分子の分析に利用
される

• Detecting moleculeは Analyte の含有量を超えた一定
濃度でサンプルと混合される

• 理想的には Detecting moleculeは1価であるはずだが、
実際には2価の抗体も機能する

• Immobilized analyteに対する Detecting moleculeの結
合に由来するレスポンスは、サンプル中の Analyte の量に
反比例する

分岐前に戻る1ページ戻る
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操作範囲（operating range）を調整する –阻害法

83

• 検量線は DBA と逆になり、低いアナライト濃度で高い
レスポンスが得られる

• 有効範囲は detecting moleculeのアナライトに対する親
和性（溶液中の遊離アナライトと表面に保持されている
ものの両方）によって決まる

• Detecting moleculeの親和力が強いと低濃度アナライト
の測定が可能となる一方で操作範囲は狭くなる

• Detecting moleculeを高濃度で用意すると全体的にレ
スポンスは高くなる一方で高濃度側の検量線が圧縮され
る

阻害法の場合

1ページ戻る ホームへ戻る

Detecting moleculeの親和力
強いと操作範囲が低濃度にシフトし
範囲も狭くなる

Detecting moleculeの濃度
高濃度にすると操作範囲が高濃度
側にシフトする

Detecting moleculeの濃度
• これはノーマライズしていないデータ
• 高濃度にすると操作範囲が高濃
度側にシフトする

• 低濃度側の操作範囲も拡張

分岐前に戻る
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阻害法濃度測定のアッセイ系の標準的な set up

84
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Step Action

1. 適切な Sensor chipにアナライトあるいはアナログを固定化する。

2. アナライトとプレミックスせずに detecting moleculeを適当な範囲で添加する。短い添加時間で典型的には100-
2000 RU程度の適切なレスポンスを与える濃度を決定する。

3. 2.で決定した濃度の detecting molecule と既知濃度のアナライトをプレミックスし、アッセイの必要な操作範囲を
カバーした一連のサンプルを添加する。

4. もし最高濃度のアナライトが detecting molecule を十分に阻害できない場合は（理想的にはほぼベースラインと
同じレスポンスになるべき）detecting moleculeの濃度を下げる。それによりアッセイ全体のレスポンスが小さくな
る場合は添加時間を長く取ることで補う。また、常に完全な阻害がかけられるとは限らないこともあり得る。

5. レスポンス対アナライト濃度のプロットを描き、操作範囲の高濃度側と低濃度側において十分な分解能が得られ
ているか確認する。

6. もし detecting moleculeの濃度や添加時間を変更しても必要なアッセイパフォーマンスが得られない場合は、
アナライトに対する親和性を考慮した detecting moleculeの選択を再検討する。

分岐前に戻る
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Surface competition assays について

85

ホームへ戻る

• Analyte の高分子量類似体（Competing analyte、
通常はキャリアタンパク質に結合した Analyte）が測定さ
れるサンプルに一定量添加される

• Analyteは、Ligandへの結合について Competing 
analyte と競合する

• レスポンスは Analyte と Competing analyteの合計となる

• Analyteが Competing analyte と比べて分子量が小さい
場合、レスポンスは Competing analyteに支配的となる

• Competing analyteが Analyteによって追い出されるため、
レスポンスはサンプル中の Analyteの量に反比例する

• Competing analyteに関しては、通常、キャリアタンパク
質1分子当たり Analyte 1分子となるよう結合レベルは低
く抑える

特徴

キャリアタンパク質
Transferrinや Haptoglobulinなどの安価で容易
に入手できるタンパク質が用いられることが多い。
Serum albuminは多くの低分子に結合するため
用いられない。

分岐前に戻る1ページ戻る
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検量線を用いた
濃度測定の解析

86
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解析について一般的な考察

87

1ページ戻る 分岐前に戻る ホームへ戻る

• Evaluation softwareであらかじめ定義された関数や評価方法を用いて行われる

• 全て Calibrant、control samples、samplesの結果を表にして作成される

• DBAでも ISAでも検量線からのサンプルのレスポンスに対応する濃度を読み取るだけ

解析に手を加える可能性について

• 特定のセンサーグラムが解析に用いられるベースラインやレポートポイントのいずれかに影
響を与える場合、そのサイクルを除外する

• 解析するためのレポートポイントが複数のサイクルで適切でない場合、解析用のレポー
トポイントを新たに設定する

• ベースラインプロットを確認し、不十分な再生、リガンドのダメージなどないか確認し、外
れ値を除外する

• Parallel assaysを行っている場合は channel normalizationのサイクルを検証する
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Calibration trendsについて

88

• 検量線を複数回取得している場合は直前の検量線を
使用するのか、検量線の平均を使用するのか選択可能

• Calibration trends とは、測定された検量線ポイントに傾
向線をフィッティングすることで、繰り返しの検量線の傾向
を分析することで、control samplesや未知の samples
は、測定された曲線間の各サイクルを補完した仮想の検
量線を用いて評価される

• 表面活性の低下などにより、アッセイの過程で検量線に
明らかな変化がみられる場合に使用する

検量線が低下するときなどに有効

1ページ戻る ホームへ戻る

それぞれの検量線ポイントの傾向

1つのアッセイ中に測定された
3回の検量線データ

分岐前に戻る
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Biacoreでの分析に固有の性能基準 (1)

89

1ページ戻る ホームへ戻る

• Specificity（特異性）とは、共存が予想される不純物、分解物、マトリックス成分な
どの存在下で、アナライトを正確に測定できる能力を指す

• 活性アナライトを測定するよう設計された Biacoreでは、不活性な分析対象物も干渉
の可能性がある

• Selectivity（選択性）とはある分析法によって混合物またはマトリックス中の特定の
アナライトを、類似の挙動を示す他の成分に妨げられることなく測定できる程度を指す

• Cross-reactivity（交差反応性）とは、特異性と選択性の定量的な指標であり、
Biacoreを用いたアッセイの場合は 50%結合飽和をもたらす（B50）異なるアナライト
の濃度の比で表される

• B50の値に到達するためにアナライトの 100倍の濃度を必要とする化合物は 1%の交
差反応性を示すと言える • B50の値は Compound Aなら 1、

Compound Bなら 100
• Compound Bは Compound Aに
対し 1%の交差反応性を示す

※ ICH recommendations Q2(R1) Validation of analytical procedures: text and methodology(2006) に基づいた基準

分岐前に戻る
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Biacoreでの分析に固有の性能基準 (2)

90
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• Accuracy（真度）とは、測定された濃度が規格値とどの程度一致しているかを指す

• 独立した reference assayの結果または reference sampleの見積値（quoted 
values）と比較して、reference sampleで行われた測定から決定される

• 重要な点としては reference sampleの見積濃度（quoted concentration）を決定
するための方法である

• Biacoreは結合できる検体のみを測定するため、例えば吸光度 A280で測定したタンパ
ク質含有量の測定値とは異なる場合がある

• Recovery（回収率）とは、accuracyの定量化に関連して用いられる用語であり、既
知の量をスパイクしたサンプル中のアナライトの測定値と期待値との相関関係を意味す
る

※ ICH recommendations Q2(R1) Validation of analytical procedures: text and methodology(2006) に基づいた基準

分岐前に戻る
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Biacoreでの分析に固有の性能基準 (3)

91
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• Precision（精度）とは、同一サンプルを複数回測定して得られた結果の一致度
（バラつきの程度）を指し、3つのレベルで決定される

• Repeatability（併行精度）

➢短時間に同一条件下で測定する場合の精度で Inter-assay precision ともいう

➢通常同じ実験で繰り返し測定を行う

• Intermediate precision（室内再現精度）

➢同一施設内において、試験日、試験実施者、器具、機器などを変えて測定する場
合の精度

• Reproducibility（室間再現精度）

➢異なった施設間で測定する場合の精度

➢通常、分析法を標準化する際の共同研究において評価が必要とされる

※ ICH recommendations Q2(R1) Validation of analytical procedures: text and methodology(2006) に基づいた基準

分岐前に戻る
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Biacoreでの分析に固有の性能基準 (4)

92
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• Assay precision は通常一連の測定における分散、標準偏差（SD）、または変動係
数（CV）で表される

• 一連の繰り返し測定では、SDは CVによって以下の式で与えられる

• CV値およびその他の変動の尺度は濃度またはレスポンスのいずれかに関連している可
能性がある

• CVresponseは特定の濃度に対するレスポンスの一貫性を示す

• CVconcentrationは特定のレスポンスとアナライトの濃度を関連付ける信頼性を示す

• CVの値は検量線が直線でない限り、アッセイのダイナミックレンジに応じて変化する

※ ICH recommendations Q2(R1) Validation of analytical procedures: text and methodology(2006) に基づいた基準

広い範囲で CVの値が小さくなるため一般的には
CVresponseの方がアッセイパフォーマンスの基準として
優れていると考えられる

分岐前に戻る
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Biacoreでの分析に固有の性能基準 (5)

93
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• アッセイの Linearity（直線性）とは定義された数学的な関数によってアナライトの濃
度に関連するレスポンスを得ることができるアッセイの能力を指す

• レスポンスとアナライトの濃度の関係が適切な数学的関数で定義されていれば良く、理
想的には線形であるべきであるが多くの相互作用ベースのアッセイでは線形関係を得ら
れない

• Biacoreでは線形関数または 4-parameter関数を使用する

• 定量的には直線性はデータポイントを直線にフィットさせるための回帰係数で表される

※ ICH recommendations Q2(R1) Validation of analytical procedures: text and methodology(2006) に基づいた基準

分岐前に戻る
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Biacoreでの分析に固有の性能基準 (6)

94

• Limit of detection, LOD（検出限界）とは許容できる
性能で検出できるが必ずしも定量できるとは限らない最
低のアナライト濃度のことを指す

• 主に測定自体の S/N比の関数であり、ブランクサンプルの
レスポンスの統計的変動との関連で設定される

• 一般的にはブランク値の平均値 + 3 x SD

• SDはブランクサンプルを用いた時の繰り返し測定の標準
偏差

1ページ戻る ホームへ戻る分岐前に戻る
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Biacoreでの分析に固有の性能基準 (7)

95

• Upperおよび Lower limit of quantitation, ULOQお
よび LLOQ（定量上限および定量下限）は許容でき
る直線性、精度および真度で測定できる最高および最
低のアナライト濃度を指す

• 希釈されたサンプルでの測定を可能にするアッセイ手順で
は明確な ULOQがない場合もあるがアッセイ自体の限界
値は希釈の範囲を定義するのに関連している

• LOQを厳密に決定するためには一定期間異なる作業者
による広範な測定が必要

• ピペット、天秤、フラスコなどの他の機器の変動の可能性
や試薬のバッチ変動も考慮に入れる必要がある

• 要求がそれほど厳しくない場合の LLOQの初期推定値は、
ブランク値の平均値 + 10 x SD

1ページ戻る ホームへ戻る分岐前に戻る
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Biacoreでの分析に固有の性能基準 (8)

96

• アッセイの Range（範囲）とは ULOQ と LLOQ を含むそ
の間のことを指す

• すなわち精度、真度、直線性が許容される範囲のことを
指す

• アッセイのパラメータとして最大レスポンスの半分を与える
アナライト濃度がよく挙げられる（DBA では B50、ISAでは
IC50）

• この値は厳密には性能基準ではないが、アッセイが扱うこ
とのできるアナライト濃度のオーダーを示している

1ページ戻る ホームへ戻る分岐前に戻る
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Biacoreでの分析に固有の性能基準 (9)

97

1ページ戻る ホームへ戻る

• アッセイの Robustness（頑健性）とは分析法のパラメータが変化しても影響を受け
ない能力を指す

• Robustnessは intermediate precision と関連しており、intermediate precisionがアッ
セイのタイミングや作業者間の意図しない変動の影響を指すのに対し、選択したアッセ
イパラメータの意図的な変動によって決定される

• 全ての必須パラメータに対して頑健な分析法は、高レベルの intermediate precision
を有する

• アッセイの Sensitivity（感度）はアッセイバリデーションの推奨性能基準には含まれて
いないが、この用語自体が曖昧さを含むためここで定義している

• 正式には Sensitivityは検量線の傾きと定義され、Biacoreでは濃度単位当たりのレス
ポンスで表される

• 標準曲線が直線的ではないアッセイでは、Sensitivity はアナライトの濃度によって変化
する

• LODや LLOQや分解能として用いられることもあるが混乱のため正式な意味を推奨

※ ICH recommendations Q2(R1) Validation of analytical procedures: text and methodology(2006) に基づいた基準

分岐前に戻る
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現段階ではこの資料に反映されておりません
（お手数ですがジャンプ元には戻れませんのでサムネイルから戻ってください）

99

ホームへ戻る

【お問合せ先】

グローバルライフサイエンステクノロジーズジャパン株式会社

バイオダイレクトライン 内線＃2をご選択ください

TEL: 03-5331-9336 / FAX: 03-5331-9370
e-mail: Tech-JP@cytiva.com

www.cytivalifesciences.co.jp
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Appendix
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二価の結合サイトを持つ分子の測定方法
AffinityとAvidityの違い

101

二価分子を固定化

二価分子を流す

Affinity

Avidity

片手、両手でついているものが混在しているため、見かけ上解離速度が遅くなります。

KD値は 1:1 binding の親和性を定義（KD=[A][B]/[AB]）。⇒なるべく1:1のセットアップ。

KD値

分岐前に戻る ホームへ戻る
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二価の結合サイトを持つ分子の測定方法
Bivalent Analyte のリスク

102

1:1 binding

dR/dt = f (ka, kd, Rmax, conc, ...)

→ KD, ka, kdの信頼性が高い。

Bivalent Analyte 

dR/dt = f (ka1, kd1, ka2, kd2, Rmax, conc, ...)

→ KD, ka1, kd1の信頼性が低い。

二価分子を固定化

二価分子を流す

1ページ戻る 分岐前に戻る ホームへ戻る
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二価の結合サイトを持つ分子の測定方法
Avidity環境で測定する注意点

103

固定化量のによって変化するAvidity環境

Bivalent Analyteでは、Avidity環境の相互作用データから、片手で結合したと考えられる ka1、kd1を算出するモデル式
→ ka1、kd1が支配的な測定環境（固定化量が低い条件）で測定

二相性
固定化量
少

固定化量
多

✓

1ページ戻る 分岐前に戻る ホームへ戻る
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二価の結合サイトを持つ分子の測定方法
Avidity環境下における理論的Rmax算出方法

104

リガンド

抗原（50k Da）

Sensor Chip

アナライト

抗体（150k Da）

実際は、片手、両手でつく分子が混在
実測Rmax＝2400RUの場合 ⇒ リガンドの活性率（Activity）は80%？？

リガンドの活性率（Activity%）＝ X 100
実測のRmax

理論的Rmax

固定化量=1000RU

理論的Rmax=3000RU ?

？

片手だけで全て結合した場合

1ページ戻る 分岐前に戻る ホームへ戻る
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【補足】 1:1 dissociation model

105

Biacore T200/S200/X100 Evaluation SoftwareBiacore Insight Evaluation Software

• メインメニューの Tools > Models > Kinetics… よりインポート

• Multi cycle 法のみ対応

• 結合相のデータはフィッティングしないので、Removeして解析すること

T200 1 to 1 diss

分岐前に戻る ホームへ戻る
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濃度測定における Tips(1)

106

分岐前に戻る ホームへ戻る

• リガンドとアナライトの親和力にデータが左右されないよう（≒MTLの影響を強くするた
め）、固定化量は多くする（抗体なら7000-12000RU程度）

• 同様にMTLの影響を強くするためサンプル添加は低流速を推奨（10 uL/min）

• リガンドをキャプチャー法で保持も可能だがキャプチャー量は揃える

• 解析で Reference cellの差し引きは行わないため設定は不要だが、センサーグラムを
きれいに打ち出したいなど別の目的で利用したい場合は設定してもよい

• Calibrantは 2-8点の濃度で用意する

• 全てのサンプル、calibrant、control sampleは可能な限り同じサンプルマトリックスで
調製し、不可能な場合は assay developmentの段階でマトリックスの違いが測定に
支障をきたさないことを確認する

• アッセイの精度を確認するために reference sampleを使用する場合は、複数の希釈
倍率を使用して濃度範囲内での正確性を確立する

• 未知のサンプルを複数の希釈倍率で測定し、測定濃度範囲にあることを確認する

Calibrant
濃度が既知の溶液から得られる応答を測定して
検量線を作成するために使用される物質。

Control sample
アッセイの安定性をモニターするために、アッセイ中
に一定の間隔で繰り返し測定される既知の分析
物濃度のサンプルのこと。Calibrant溶液は
Control sample として用いられることが多いが、
必ずしもそうではない。

Reference sample
濃度測定の精度を確立するために使用される、
濃度が既知で検証されたサンプル（通常は外部
のサプライヤーから提供される公式の標準試
料）。Reference sampleは、アッセイを外部
標準に対して検証する必要がある場合にのみ
必要。アッセイの正確性の検証になる。

MTL
マストランスポートリミテーション。

キャプチャー法の時の固定化量の特例
Capturing moleculeはセンサー表面でのクラウ
ディング効果や立体障害を回避するために固定
化量を抑えることがある。リガンド量は多くてよい。
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濃度測定における Tips(2)

107

1ページ戻る ホームへ戻る

• サンプルとして色のついたもの、濁ったもの、不透明なものでも測定可能

• 粒子や凝集体も直径が 20um以下で沈殿しないものであれば測定可能

• サンプル、Control sample、Calibrantは全てランニング緩衝液で希釈するが、サンプル
に体液や細胞培養液などの複雑なマトリックスが含まれる場合は同じマトリックスで
Control sample、calibrantも調製する

• 複雑なマトリックス中のサンプルに対するアッセイの有効性の確立のためには、以下のよ
うな検証を行う：

➢マトリックス成分のセンサー表面への非特異的な結合検証

• 分析物を含まないマトリックスでアッセイを実施してテスト

➢既知の分析物濃度でスパイクしたマトリックスサンプルからの分析物の回収率検証

➢マトリックス濃度を変化させた場合のアッセイの直線性の検証

分岐前に戻る
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濃度測定における Tips(3)

108

1ページ戻る ホームへ戻る

• 検量線はアッセイの開始時に作成し、検量線自体のドリフトを調整するために間隔を
置いて繰り返し作成するが、その頻度はアッセイ性能の安定性と測定するサンプル数に
依存する

• Calibrantは濃度の高い順、低い順、またはランダムな順序で実行することができる

• Calibrantの濃度範囲はアッセイ開発時に決定され、アッセイの要件に応じて予想され
るサンプル濃度の範囲をカバーする必要がある

• 一般的に検量線は外挿することができない

• 検量線の範囲外にあるサンプルは最高および最低の検量線濃度を超えた、とのみ報
告する

分岐前に戻る
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【お問合せ先】

グローバルライフサイエンステクノロジーズジャパン株式会社

バイオダイレクトライン 内線＃2をご選択ください

TEL: 03-5331-9336 / FAX: 03-5331-9370
e-mail: Tech-JP@cytiva.com

www.cytivalifesciences.co.jp
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