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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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Cytiva Webinar
活性濃度を測ってみよう。～Biacoreによる濃度定量～

Gen Takata
December 18 2020
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本日の内容

1. Biacoreで濃度定量を行うメリット

2. 各手法の特長や使い分け

3. 各手法における測定系構築の考え方
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分子間相互作用を

ノンラベル

リアルタイム

で、測定するシステムです
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センサーグラム
Response Unit（RU）
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センサーグラム
Response Unit（RU）

各濃度におけるレスポンスの高さ

⇒濃度定量
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1．Biacoreで濃度定量を行う
メリット
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濃度定量 従来法の課題

• Bradford法、Lowry法など分光光度計を用いた測定系では、
全タンパク質を定量 ⇒ 失活しているタンパク質も含む

• ELISAによる濃度定量の課題

– 各種Washステップで、測定前に検体が外れてしまう

– 標識抗体や基質反応など手技によるばらつき

– エンドポイントアッセイのため、各ステップのモニターができず、
クオリティーコントロールが困難

• 吸光度を指標にする課題

– 色素を持つサンプルは光の吸収や散乱と言った影響を受ける
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Biacore で濃度定量を行うと活性濃度が測れます。

• 選択性 selectivity

• シンプル simplicity

• スピード speed

• 自動化 automation

• GxP環境（Biacore 8K/8K+、T200）
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活性濃度定量
“本当に作用する”医薬品の濃度として、品質管理にも使用。
KD値を算出するためにも本来であれば“活性”濃度情報が必要。
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Biacore で濃度定量を行うと活性濃度が測れます。
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活性濃度定量
KD値を算出するためにも本来であれば“活性”濃度情報が必要。

Pol, E. and Björk I. Biochemistry, 38, 10519-10526 (1999)

A280 
value

C
o

n
c 

C
FC

A
/C

o
n

c 
A

2
8

0
 ×

1
0

0

0

20

40

60

80

100

Wild type His75Gly Leu73Gly Tyr97Ala

100 nM

1000 nM

10 nM
1 nM0.1 nM

104

105

106

107

10-4 10-3 10-2 10-1

based on CFCA (Biacore)
based on A280

Wild type

His75Gly

Tyr97Ala

Leu73Gly

Log kd

Lo
g

 k
a

Cystatin B 活性濃度定量
（％、対吸光度法）

Kinetic解析結果の違い
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Biacore 濃度定量オーバービュー
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標品要らずの濃度定量標品による検量線を用いた濃度定量

Calibration-Free Concentration Analysis
（CFCA）

①直接法
②増幅試薬を用いた直接法

阻害法



Cytiva 12

2．各手法の特長や使い分け
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Biacore 濃度定量 対応機種
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8K+(option), 8K(option), T200, X100PP, 
T100, 3000, 4000

T200, X100PP

標品要らずの濃度定量
Calibration-Free Concentration Analysis（CFCA）

100 ul/min.

5  ul/min.

標品による検量線を用いた濃度定量

・直接法
・間接法（阻害法）
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標品による検量線を用いた濃度定量
直接法 Calibrated direct binding assays
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直接法 増幅試薬を用いた直接法
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標品による検量線を用いた濃度定量
直接法 Calibrated direct binding assays
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直接法

増幅試薬を用いた直接法

直接法を用いた検量線

検体濃度
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標品による検量線を用いた濃度定量
直接法 Calibrated direct binding assays
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• リガンド結合ベースの高精度な活性濃度測定

• オマリズマブの濃度定量（2 ng/ml ～1 mg/ml）

• バイスペシフィックCrossMabの完全性評価

DL可能・後程お知らせ
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標品による検量線を用いた濃度定量
阻害法 Inhibition assays
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標品による検量線を用いた濃度定量
阻害法 Inhibition assays
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標品濃度の増加とともに、
阻害法のDetecting Molecule
のリガンドへの結合量が減少

低濃度側を拡張するため
log[濃度]で示すことも多い

直接法を用いた検量線

検体濃度 検体濃度
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標品による検量線を用いた濃度定量
阻害法 Inhibition assays
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• 間接法によるインフルエンザウィルス HA の濃度定量

• 直接法によるHCPの濃度定量も

DL可能・後程お知らせ

● haemagglutinin (HA)

Y anti-influenza serum
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標品要らずの濃度定量
Calibration-Free Concentration Analysis（CFCA）

• 標品は不要

• フィッティングにより直接活性濃度が算出される

• センサーグラムの傾きは「分子量」「溶液中での拡散
速度」「濃度」に依存することを利用する計算方法

• 適した標品がない、標品自体の評価に
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dR
dt 

検体

リガンド

マストランスポートリミテーション環境にする。

Karlsson, R. Biophysical Reviews 1-12 (2016) 
Pol et.al . Analytical Biochemistry 510 , 88 97 (2016)
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標品要らずの濃度定量
Calibration-Free Concentration Analysis（CFCA）
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• CFCA の基本的な原理の説明

• CFCA が成立するための条件

• Protein A と anti-human Fc Ab を用い
たときの 8 種類の抗体の CFCA 結果の
比較

DL可能・後程お知らせ
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各手法のPros/Cons
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Pros Cons

直接法
シンプル
検体以外の試薬使用量が少ない。

分子量に依存した感度。
低分子で十分な感度が得られないケースがある。

直接法＋増感
分子量が小さい場合に感度を増幅
完全性試験の代用
クルードなサンプルなどで非特異を抑える

増感試薬が必要
測定時間が長い

阻害法 感度が検体の分子量に依存しない 適切なDetecting Moleculeが必要

CFCA
標品が要らない
測定時間が短い

拡散係数の情報が必要
測定可能な範囲は0.05–5 µg/ml程度
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3．各手法における測定系構築
の考え方

23
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直接法における測定系構築の考え方
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1. リガンドやその他試薬の選択

2. レポートポイントの考え方

3. センサーチップおよび固定化方法

4. 繰り返し測定を行うための再生条件

5. 測定レンジの最適化
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リガンドやその他試薬の選択 ～ 直接法

リガンド

• 活性維持したまま固定化が可能で、検体の選択性、特異
性が目的とする精度に見合っていること。

• 低濃度まで検出するにはAffinityの高いリガンドが望ましい。

• 活性を落とさずに再生が可能であること

増幅試薬

• 主に抗体。通常検体よりも分子量の大きい分子、または、
複数サイトに結合できる分子。短いContact Timeにするた
めにはAffinityが高い分子のほうがいい。
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レポートポイントの考え方 ～ 直接法
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実際のセンサーグラム ③

検体の結合レスポンス ①

＋

サンプルとランニングバッファー間のバルクレスポンス ③

Report Pointは、通常Stability earlyを採用

＊Binding level はバルクを含む

③

①

②
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レポートポイントの追加方法
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例）Stability2
検体添加終了10秒後
5秒間の平均値
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センサーチップおよび固定化方法 ～ 直接法

• タンパク質リガンドの場合、10～50 µg / ml 程度

• 50～150 kDaのタンパク質の場合、7,000～15,000RUの固定化レベル程度

＊低濃度の検体まで濃度定量ができるように、Biacoreのアッセイとしては高い固定化量

• Sensor chip CM5 + Amine couplingが一般的ですが…

• アミンカップリングによりタンパク質の不活性化が見られる場合、 Sensor Chip SA

• その他のキャプチャー法や増幅試薬を使用する測定の場合、固定化量を比較的低く設定

＊立体障害によるレスポンスの異常を防ぐため

28

カイネティクス
（ka、kd）

濃度定量

固定化量 アフィニティー（KD）

低 高

特異的結合の確認
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測定レンジの最適化 ～ 直接法

Affinityの違いは濃度軸に対する
検量線の位置に影響する。
高Affinity ⇒低濃度帯へシフト

1:1 binding の場合、1/2 Rmax = KD

29

固定化量は検量線の高さに影響。
高固定化量⇒測定レンジが広がる。

定量に適した濃度帯のシフトはない。

contact time は、検量線の高さと
位置に影響する。

contact time が長いほど低濃度の定
量に適している。

リガンドのAffinity リガンドの固定化量 contact time 

増幅試薬も同様の考え方で、Affinity、濃度、Contact timeにより測定範囲
通常は迅速に飽和させるため高濃度で使用する (KD値から1～2桁上、10～100 μg/ml)

検体濃度 検体濃度 検体濃度
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阻害法における測定系構築の考え方
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1. リガンドやその他試薬の選択

2. レポートポイントの考え方

3. センサーチップおよび固定化方法

4. 繰り返し測定を行うための再生条件

5. 測定レンジの最適化
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リガンドやその他試薬の選択 ～ 阻害法

• リガンドは検体と同じもの

• 固定化に適した分子でない場合は、そのアナログを使
用することも可能。

• Detecting moleculeに必要な条件は、直接法のリガン
ドと同じ。

• 結合の速いDetecting moleculeほどスループット向上
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センサーチップおよび固定化方法 ～ 阻害法

特に阻害法における低分子の固定化に関する課題

• 適切なアミンが天然分子に存在するか

– 修飾が必要

• Detecting moleculeとの結合に影響しないか

– スペーサーが必要

• Amine coupling時に、プレコンの効果が得られない

– 高濃度（5-10 mM）の塩で反発を抑える

– Borate 8.5（10 mM disodiumtetraborate pH 8.5, 1 M NaCl ）

• 通常キャプチャー法は用いない

– 検体の結合サイトを奪う

– Biotin化を行うことはあり⇒Sensorchip SA

32
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測定レンジの最適化 ～ 阻害法①

detecting molecule のAffinityが高いと
低濃度の検体の定量が可能。
⇔定量できる範囲が狭くなる。

33

detecting moleculeの濃度を下げていくと
最大レスポンスが落ちてくるが、より低濃度
の検体が定量できる場合がある。

contact timeは直接法と同
様、検量線の検量線の高さ
と位置に影響。

⇓

低濃度のdetecting 
molecule＋長いContact
timeで、より低濃度の定量
が可能となる。

detecting molecule のAffinity detecting molecule の濃度

contact time

検体濃度
検体濃度
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測定レンジの最適化 ～ 阻害法②

1. 検体もしくはそのアナログを固定

2. 検体は添加せずdetecting moleculeのみ、何点かの濃度で測
定。 100-2000 RU 程度のレスポンスが得られる濃度を探す。

3. 定量したい範囲で検体を添加したdetecting moleculeで検量
線作成。

4. 検量線の全範囲が利用できない（高濃度帯がベースラインに
達している）場合、 detecting moleculeの濃度を低くして、
contact timeを延ばすことで最大値の低下を抑える。

5. detecting moleculeの濃度とcontact timeで調整ができない場
合、検体に対するdetecting moleculeの親和性が低すぎること
が考えられる。

34

検体濃度
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CFCAにおける測定系構築の考え方

35

1. リガンドやその他試薬の選択

2. センサーチップおよび固定化方法

3. 繰り返し測定を行うための再生条件

4. 測定レンジの最適化

5. アッセイ系の特異性
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リガンドやその他試薬の選択

• Kinetics解析による結合速度の情報が必要

• 結合速度の遅い（およそka≦ 5 × 104 M-1s-1）分子や
Affinityの低い（およそKD≧ 10-6 M）分子には不向き

• 活性を落とさずに再生が可能であること

• マストランスポートリミテーション（MTL）がおこる条件

✓マストランスポート：分子が拡散律速でセンサーチップ
表面へ輸送されること

✓高いリガンド固定化量 ⇒ 検体の供給が追い付かず、
リガンド近傍に到着する全ての検体が結合し、直線的
な結合が生じる

36

リガンド／検体

MTL下での結合
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測定レンジの最適化

• 5 ul/min.で流した場合、初期結合速度が 0.3–15 RU/s の濃度範囲

• 検体添加後36秒以上にわたってセンサーグラム形状が直線であること
⇒QC Ratio、Sensitivity Check など で評価

• 測定可能な範囲は0.05–5 µg/ml程度。それ以上であれば希釈が必要

37
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Sensitivity Check
良好なフィッティングが得られなかった際に実施を推奨
±5%,10%,20%と固定化量を変えてChi2で評価
Chi2 は小さいほどFittingが良好
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【Tips】拡散係数の求めかた
Diffusion Coefficient Calculator / Converter

https://www.biacore.com/diffusion_calculator 38

① 分子量

② 摩擦率
形状の選択または数値入力

③ 20℃における粘性
初期値 = 1

④ CALCULATEで算出

https://www.biacore.com/diffusion_calculator
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各手法のPros/Cons
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Pros Cons

直接法
シンプル
検体以外の試薬使用量が少ない。

分子量に依存した感度。
低分子で十分な感度が得られないケースがある。

直接法＋増感
分子量が小さい場合に感度を増幅
完全性試験の代用
クルードなサンプルなどで非特異を抑える

増感試薬が必要
測定時間が長い

阻害法 感度が検体の分子量に依存しない 適切なDetecting Moleculeが必要

CFCA
標品が要らない
測定時間が短い

拡散係数の情報が必要
測定可能な範囲は0.05–5 µg/ml程度



Thank you
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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

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10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。


