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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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イチからはじめる
Biacoreでの
抗体スクリーニング

Prepared for Masami Koinuma
August 25, 2020
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Agenda

1. Biacoreで抗体スクリーニングするメリットは？

2. Assay format と解析

3. 具体的なアプリケーション紹介

4. まとめ
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1
Biacoreで抗体スクリーニング
するメリットは？
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どんな視点で抗体をスクリーニングしますか？

標的に対する特異性（選択性）

どのクローンが期待する特異性を持つ抗体を産生するか？

• エピトープビニング…部位特異的な阻害や活性化も可能に(治)。サンドイッチ系の開発にも(診)。

• 交叉性…抗原に類似したエピトープを持つタンパク質との非特異的結合を避ける。

標的に対する結合特性

どのクローンが期待するkineticsあるいはaffinityを持つ抗体を産生するか？

• Kinetics/ Affinity解析…用途に合った抗体の選別。

• EC50やIC50…アゴニストとしてのEC50やアンタゴニストとしてのIC50の算出。直接結合と相関性を得る。

• 細胞を用いたスクリーニング…in vivoでの評価として。直接結合と相関性を得る。

発現レベル

どのクローンが十分な量の抗体を産生するか？
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Biacoreで抗体スクリーニングするメリットは？

インフォメーションリッチ・ロバスト

• リアルタイム、ノンラベルで測定・解析を実施できるた
め、期待する特性を持つ抗体を正確に評価しやす
い。

• サンプルをセットすれば自動的に測定を実施できる
ため、作業者による結果のバラつきが起きにくい。

• Screening assay で簡易的な kinetics情報を得た
後はCharacterization assay を実施して正確な
kinetics情報を得ることが多いため、検討初期から
後期でも用いられる Biacoreを使うことで、結果を
同じ評価基準で見比べることができます。（共通言
語化）
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スループット
（後述の測定系を参考にしています）
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Report point-based screening Biacore 8K+ Biacore 8K Biacore T200

一度にマウントできる限界サンプル数
（96well plate（250uL）使用時）

752 samples 240 samples 87 samples

上記サンプルの測定時間 約14時間 約5時間 約7時間

現実的な測定計画 2 Runs/day 2 Runs/day

2400 samples/week
※ 8K+ 最大3760

870 samples/week

テンプレートプログラムを作成しましたBinding screen > Antibody screen
にテンプレートがあります
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2
Assay formatと解析
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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
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• 溶液が透明であればそのまま希釈して使用して構いません。
通常、ランニング緩衝液（HBS-EP+推奨）にて 2~20倍程
度希釈して利用します。

• 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
も見かけられます。

• 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
があります。
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抗体をリガンドとし、抗原をアナライトとする系を推奨します

特徴

• 抗抗体やSensor Chip Protein Gなどでキャプチャー
します。

• 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解析ができません。

• 2価の抗体がアナライトの場合、off-rateによるランキ
ング評価が難しくなります。

※抗原をリガンドとする系を否定するわけではございません。

サンプル量などとの兼ね合いでご自身にて決定してください。

ただしその場合は抗原のリガンド密度を低くすることを推奨します。
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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
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抗体（サンプル）はどうキャプチャーするべきか？
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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OK

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

• 遠心済み培養上清などをそのまま添加することで抗体はキャ
プチャーされます。

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 )

準備がやや大変…

• 弊社からはMouse antibody capture kit, Human antibody 
capture kit, Human Fab capture kitを用意しています。その
他の動物種については弊社以外の製品にて実施例があるも
のもございます（例：抗Rabbit抗体など）。

• Amine coupling Kitが必要、固定化の作業が必要などやや
煩雑です。固定化量は5000RU以下程度にしてください。

• 通常 Reference cellにも抗抗体を固定化しますが、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ことで対応可
能です。

• Protein Gは Fatal Calf Serum と結合するためこちらが選ばれ
ることもあります。
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代表的な解析フォーマット
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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

Stability early Stability late
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Capture levelのプロット
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Sample number

• 抗体発現量の多いクローンを選別することができます。
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Stability early vs Capture level のプロット
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• 抗原との結合量が少ないクローンを除外できます。
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Stability early vs Stability late のプロット
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• 複合体の安定性の良い抗体を選別できます。

抗原と結合後、その抗原が全く解離しないなら

100% left lineに乗ります。
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Off-rate ranking
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• 複合体の安定性の良い抗体を選別できます。
• Blank（0濃度）のデータを差し引く必要があります。

• 1:1 dissociation modelで解析します。
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Kinetic screening
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• On-Off rate mapを描き、より詳細に望む特性の
抗体を選別できます。

• Blank（0濃度）のデータを差し引く必要があります。

• 1:1 binding modelで解析します。
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Assay setup
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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



Cytiva

抗原の濃度は？
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大体 100 nM程度でOK

ka=1e6, kd=1e-4

ka=1e5, kd=1e-4

ka=1e4, kd=1e-4

ka=1e5, kd=1e-4
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（Sensorgram-based screeningにおける）Blank の設定について

Blankを取る意味について

• 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
ります。

• 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必要があり
ます。

• 一方で全抗体についてBlankを取るとスループットが
悪くなりますので、「5-10サイクルおきに代表的な抗
体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です。

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
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3
具体的なアプリケーション紹介
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App Note 84
Early kinetic screening of hybridomas for confident 
antibody selection using Biacore A100

概要

• 抗ヒト抗体を固定化したチップに対し、ハイブリドーマ
細胞培養上清を添加→抗原1濃度→再生を行っ
ています。

• 抗体のキャプチャー量でノーマライズした後の
Stability early と Stability lateのプロットを描き、高
発現株かつ複合体の安定性の高い株を選定。

• スクリーニング時の簡易的なka、kdのデータと抗体精
製後の詳細解析で改めてka、kdを算出したときの
データにおいて、高親和性であればあまり差がないこ
とを確認。
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App Note 79
Development of immunotherapeutics and 
immunization regimes

概要

• マウスにヒト IgEを免疫し、得られた抗IgE抗体を
様々な方法で評価しています。

• IgEを固定化したチップに対しマウス血清を添加する
ことで血清力価の経時的な検証、追加免疫の効
果検証、マウスごとの個体差、親和性成熟の検証。
さらに抗サブクラス抗体を添加することでサブクラスの
確認。

• 免疫初期の親和性成熟が行われていない弱い抗
体について、ELISAとBiacoreの検証結果の差につい
て考察。
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App Note 28-9777-72AA
Resolving a bottleneck in screening and characterization of 
recombinant antibody fragments using Biacore 4000

概要

• 抗HAタグ抗体を固定化したチップに各scFvをキャプ
チャー、さらにトロポニンを添加した後に再生していま
す。

• Stability early と Stability lateのプロット、Capture
levelでの評価も組み合わせています。

• Characterizationでは25℃と37℃で取得したka、kd
のプロットを描き、温度安定性の良い抗体を選別し
ている点がユニークです。
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Assessing long-term glucose regulation by 
measurement of glycated hemoglobin using 
Biacore 8K

概要

• Roche Diagnostics社のBiacore8K検証データ。

• Screening後の Characterizationについて言及。

• 抗Rabbit抗体を固定化したチップに対して精製済
みの抗体をキャプチャー、続いて5濃度分のペプチド
を添加しkinetics解析を実施。

• 詳細解析にもかかわらずスループットも高い。
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Kinetic Screening in the Antibody Development Process
Antibody Methods and Protocols pp 171-18

概要

• Roche Diagnostics社の抗体スクリーニング方法の
紹介です。

• 基本的な戦略は同じながらも、抗体をキャプチャー
する際にCMDを加えている点などで差異があります。

• 評価方法もユニークで、t1/2での足切り、キャプチャー
された抗体あたりの抗原結合比などを利用していま
す。

• Methods Mol Biol. 2012;901:183-94
Temperature-dependent antibody kinetics as a 
tool in antibody lead selectionでは温度変化によ
るka、kdのパラメータの変化から抗体を3つに分類す
るなど新しい目線での評価がなされています。
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Epitope binning analysis for further differentiation of 
therapeutic antibodies and diagnostic reagents

概要

• BiacoreでEGFRに対する抗体のEpitope mapping
（Sandwich, Premix）を行っています。

• 既報のX線結晶構造解析によると抗EGFR抗体のマ
ツズマブとセツキシマブとは異なるエピトープのためサ
ンドイッチ構造を取ることができるはずですが、
Epitope binningの解析結果から、2つの抗体が溶
液中で同時に存在しているときはお互いの結合を阻
害していることが示唆されました。
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Ab screen 
Yes/No 
Binding

Kinetic 
Screen

Epitope 
binning

Ab characterization
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まとめ
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Biacoreで抗体をスクリーニングするにあたってのポイント
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Screeningで選別が終わったら Characterization（精製して詳細解析）へ

Blankは必ずしも必要なし（特にReport point-based screen）

抗体をリガンドにするため Protein Gチップなどでキャプチャー法を取る

抗体はクルードサンプルで良い（が、そのままでなく一応遠心分離した方が無難）

抗原は1濃度（100nM程度）で十分、事前にプログラムで必要量を確認しておく

抗体スクリーニングの完了



Thank you

cytiva.com

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

www.cytivalifesciences.co.jp

本資料の使用については、お客様施設内での使用に限ります。他社への転送、譲渡等は禁じます。本資料の著作権その他の知的財産権は、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に帰属しま
す。無断転載、無断コピー、改ざん、二次利用を禁じます。
掲載されている価格は2020年5月現在の希望小売価格です（消費税は含まれておりません）。希望小売価格は単なる参考価格であり、弊社販売代理店が自主的に設定する販売価格を何ら拘束するもので
はありません。掲載されている製品は試験研究用以外には使用しないでください。掲載されている内容は予告なく変更される場合がありますのであらかじめご了承ください。掲載されている社名や製品名は、各社の
商標または登録商標です。お問合せに際してお客さまよりいただいた情報は、お客さまへの回答、弊社サービスの向上、弊社からのご連絡のために利用させていただく場合があります。
弊社は、資料の掲載内容の正確性を記すべく、情報を随時更新しておりますが全ての情報が最新であることを保証するものではありません。
したがいまして、当資料上の掲載内容に誤りがあった場合でも弊社は責任を負いかねます。
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【基礎編】ウェスタンブロッティングの基礎からトラブルシューティングまで
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細胞画像解析への新たなアプローチ～Deep Learning画像認識、
Machine Learning細胞分類、3D Volume 解析
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