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要旨
Octet®バイオレイヤー干渉法（BLI）生体分子間相互作用解析システムはハイスループット能を有し、さまざまな医薬品開発プロセ
スで得られるサンプルから高品質のカイネティクスデータを直接生成できます。このようなサンプルには、アップストリームプロセス
の細胞株開発（CLD）で生じる小規模な上清から、プロセス開発や他のダウンストリームプロセスで生じるカラム溶出分画までが含
まれます。

本アプリケーションノートでは、カイネティクススクリーニング技術を使用してOctet® Rシリーズのスループットをさらに向上させる
方法を説明します。ここでは、複数のアナライト濃度を使用してカイネティクスデータを得るのではなく、単一濃度のアナライトを使
用して目的となる標的（リガンド）との相互作用についてカイネティクスパラメーター（ka、kd）の範囲を求めます。これにより、複数の
アナライトおよびリガンド、またはそのいずれかのスクリーニングを1回の測定で迅速に行えます。カイネティクススクリーニングと
Octet® BLIのハイスループット能を組み合わせることで、ELISAなどの複数パラメーターの直交フォーマットを避けることができま
す。あるいはターゲット分子のトリアージを行うことで、目的の特性を有する分子のみをダウンストリームプロセスに進めてさらに評
価することができます。
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イントロダクション

手頃な価格の医薬品は、治療の選択肢を増やし救命薬へ
のアクセスを改善する一方、医療費を削減する可能性があ
ることから、引き続き必要とされています。近年、ブロックバ
スターとなる生物製剤をめぐって競争が激化していますが、
その理由のひとつはバイオシミラーの増加です。バイオシミ
ラーはすでに承認されている生物製剤（先行品または先発
薬（Reference Medicinal Product: RMP））にきわめて類似
しており、先行品の特許満了後に製造できます。2015年に最
初のバイオシミラーが上市されて以来、FDAは現在33種類
のバイオシミラーを承認しており、そのうち21種類が2022年
1月現在市販されています1。2022年から2027年の間に31の
生物製剤が特許満了となるのに従い、各バイオシミラーの
年間売上高は最大200億ドルに達する可能性があり、全体
的な市場規模は2028年までに1,000億ドルに相当すると予
測されます。そのため、開発ファネルを迅速に狭めることが
可能な測定機器とアッセイフォーマットに対して大きな関心
が寄せられています2。

低分子のジェネリックとは異なり、バイオシミラーはRMP
のジェネリックには分類されません。これは、生物製剤の製
造に固有の変動性と複雑さのために正確な複製を行えな
いためです。このため、バイオシミラーとRMPとの間に安全
性、純度、力価について臨床的に有意な差があることは許
容されないものの、臨床的に不活性な成分のわずかな差は
許容されます3。

バイオシミラーの開発は、目的の生物製剤の一次アミノ酸
配列を含む複数の細胞クローンを作製することから始まり
ます。目的の生物製剤を発現させたら、次にアップストリー
ムバイオプロセスについて評価と最適化を行います。具体
的には、この作業は細胞株開発とプロセス開発中に行われ
ます。この段階で不適切なクローンを選択すると選択のし
直しが必要になることがあるため、このアップストリームプ
ロセスが重大な律速段階となる可能性があります。一般に、
CLDにおいて評価される特性のうち最も重要なものは収量
です。他の重要品質特性（CQA）については、ダウンストリー
ムプロセス（バイオプロセス開発）に進む前のプロセス開発
中に修正が行われます。

ダウンストリームプロセスは生物製剤開発において不可欠
な一連の技術からなり、生物学的または化学的成分の複
雑な混合物から目的の生物製剤を分離し、精製および特性
解析を行います。このプロセスは、収量を最大化し、臨床使
用または商業化に適すると同時にコストが最小限に抑えら
れ、不純物や混入物に関係するリスクができる限り小さい、
高純度で強力な生物製剤を得るために実施します。

ダウンストリームプロセスには通常、細胞回収、細胞破砕、
抽出、クロマトグラフィーによる精製、ろ過、製剤化などが含
まれます。その目的は、最終製剤が必要とされる純度、力価
および安全性を確実に満たすようにすることです。

アップストリームおよびダウンストリームの全製造プロセス
において生物学的同等性を実証する必要があります。しか
し、すべての候補分子についてスクリーニングを行う標準的
な解析法には大きな困難が伴うことがあります。そのため、
ハイスループットな解析アプローチが望ましい代替法となり
ます。

従来、バイオシミラーとそのRMPとの類似性を実証する主
な手続きとして、規制当局であるEMA、FDAおよびWHOが
指示する同等性／同質性の試験が行われています。この試
験では、Fcγ受容体、および目的の抗原などのさまざまな相
互作用について、申請するバイオシミラーの結合がRMPの
80～125％の範囲に入らなければなりません。

Octet® BLIシステムは、アップストリームおよびダウンスト
リームのさまざまなポイントでいくつかの重要な生物製剤
特性を評価するために使用できます。これには、標的の結合
の特性解析、Fcγ受容体の結合評価、グリカンスクリーニン
グ、不純物や宿主細胞タンパク質ならびに他のCQAの評価
が含まれ、この評価は開発プロセスの簡易化に役立ちます。

本アプリケーションノートでは、モノクローナルIgG1抗体
と抗原TNFαの結合のほか、IgG1抗体とFcγ受容体CD16a 
V176およびCD64との結合を解析する単一アナライト濃度
カイネティクススクリーニングにより、開発中のバイオシミ
ラーのカラム溶出分画をいかにして迅速に評価できるかを
明らかにします。このプロセスは簡単な調節を行うことで複
数のCQAの評価に使用でき、必要となるタンパク質はきわ
めて少量です（ここで使用するのは1ウェル当たり1 µg未満）。

カイネティクススクリーニングをOctet® BLIシステムのハイ
スループット能と組み合わせると、簡易な直交的なアプロー
チが可能となり、精製または非精製上清から直接、Fcγ受容
体結合の評価やグリカンのスクリーニングなど複数の特性
評価を迅速に行うことが可能です。
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カイネティクススクリーニング-アナライト
反応の最適化
古典的なカイネティクス評価では、ひとつのリガンドとの結
合を試験するために、アナライトを数段階の濃度で測定しま
す。これは、カイネティクス空間全体をカバーし、正確なカイ
ネティクスの速度定数を確実に求められるようにするため
です。アナライトがリガンドに結合しアナライト・リガンド複
合体が形成されるプロセスは秒単位で、観察される結合レ
スポンスの大きさはアナライトとリガンドの濃度に依存しま
す。リガンドの濃度は一定とみなせることから、単一濃度の
アナライトから正確な結合カイネティクス（濃度依存）を測
定できる可能性があります4。一般に、すべてのカイネティク
ス評価において、結合カイネティクスパラメーター（ka）を正
確に測定するには、観察される反応曲線に十分な屈曲が存
在する必要があります。屈曲がカイネティクスを反映するか
らです（図2）。アビディティ効果が最小限に抑えられており、
結合フェーズの時間が長すぎず低親和性の非特異的な相互

作用が生じる可能性がないと仮定されれば、解離速度定数
（濃度非依存性）の最適化は必要ありません。

カイネティクススクリーニングで結合反応中に十分な屈曲
を得るために必要なアナライト濃度は、推察された相互作
用のKDに基づいて決定します。最初にアナライト反応を最適
化する際には、広範囲のアナライト濃度を試験して、カイネ
ティクススクリーニングに最適な単一の濃度を決めることを
推奨します。図2に示すように、アナライトの濃度が高いと、
結合反応の速度が速すぎ、単一の濃度からは正確なカイネ
ティクスを求められませんが、逆にアナライト濃度が低いと
反応が基本的に線形となり、カイネティクスイベントに関す
る十分な情報が得られません。最適な単一アナライト濃度
では、正確なカイネティクス速度定数を求められる十分な
屈曲が存在しますが、平衡状態にある時間は短く、低親和性
の非特異的な相互作用により生じる得る結合イベントが減
少します。
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図1：Octet® BLIシステムをアップストリームおよびダウンストリームの複数のポイントで使用することで、標的結合の特性解析など、主要な特性の評価が可能。
Octet® BLIバイオセンサーおよび関連キットを使用することで、複数のアッセイフォーマットで広範囲の生物学的情報を評価・解析できる。
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図2：屈曲がカイネティクスを反映する。単一濃度で測定を行うときには、信頼性あるカイネティクスを求めるために十分な屈曲が観察されることが重要であ
る。この図の青の曲線では結合と平衡が急速に生じており、そのためカイネティクスの測定が不正確になる。赤の曲線は反応レスポンスと屈曲が小さく、この
場合もカイネティクスの測定が不良となる。灰色の曲線は結合フェーズでの屈曲が良好であり、平衡にも達していることから、単一濃度での評価でカイネティク
スと親和性について許容できる推定を行えるはずである。結合フェーズの時間が長すぎ結合曲線が長時間平衡状態にあると、弱い非特異的な相互作用が生じ
る可能性が残り、カイネティクスパラメーターの測定が不正確になり得ることから、これを避けることが重要である。
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解離速度定数はアナライトの濃度非依存性ですが、表面が
飽和するとセンサー表面の混み合い度が高まり非特異的な
結合イベントの増加につながる可能性があります。

ハイスループットのカイネティクススクリーニングを設定す
る際に重要な考慮事項は、どちらをリガンド・アナライトと
するかのアッセイの方向性、相互作用で予測される化学量
論比、ならびに最も単純なカイネティクスモデル（1:1結合）で
データの当てはめを正確に行えるかという点です。本研究
のように、アナライトが2価である場合、アビディティ効果の
リスクが増大します。（参照：Application Note：Optimizing 
Kinetics Assays to Avoid Avidity Effects）。したがって、カ
イネティクススクリーニングを実施するときにはアッセイデ
ザインを検討しなければならず、必要な場合にはアビディ
ティ効果を排除するアッセイの方向性で実施します。

材料および方法
測定機器および試薬
すべてのアッセイはOctet® BLI DiscoveryおよびAnalysis 
Studioソフトウェア・バージョン13.0.1を用いてOctet® R8
で実施しました。Octet® SAXバイオセンサー（18-5117（トレ
イ）、18-5118（パック）、18-5119（ケース））および96ウェルの
黒色平底マイクロプレート（Greiner Bio-Oneカタログ番号
655209）をすべての解析に使用しました。バイオセンサー
は、Sartorius 10X Kinetics Buffer（18-1105）をPBSで1:10に希
釈して調製した1X Kinetics Buffer（pH 7.4）で、室温において
少なくとも30分間、使用前に水和しました。特に記載のない
限り、アッセイはすべて25℃で実施しました。

組み換えAviTag™ビオチン化ヒトTNFα、AviTag™ビオ
チン化ヒトCD64、AviTag™ビオチン化ヒトCD16a V176は
ACRObiosystems社から購入しました。
ヒュミラ®RMPはWEP Clinical社から購入しました。

アダリムマブのクローンは、ヒュミラ®（アダリムマブ）の一次
アミノ酸配列を用いてCellca社が調製しました。潅流プロ
セスで単一クローンを調製し、アフィニティカラムバッファー
の最適化を実施しました。アダリムマブのサンプルをプロ
テインAカラムにて捕捉し、pH 3.0、3.2、3.4、3.6、3.8の100 
mMグリシンバッファー、並びにpH 3.6 + 1 M L-アルギニン
およびpH 3.8 + 1 M L-アルギニンの100 mMグリシンバッ
ファーを用いて溶出しました。溶出液はTrizma（pH 9.0）で
中和し、さらにPBSで1:1に希釈してから無菌ろ過し、4℃で保
存しました。

アナライト反応の最適化
SAXバイオセンサーに固相化するビオチン化リガンドの最
適化を、提案されたアナライト濃度のうち最高濃度で各受
容体に使用して実施し、Octet®プラットフォームでTNFαと
CD64については約0.6 nm、CD16a V176については約1.0 
nmのアナライト結合レスポンスが観察されるようにしました
（データはここには示しません。詳しい情報については次を
参照してください。「Octet®プラットフォームを用いた生体分
子の結合カイネティクス解析」および「Octet® BLI Kinetics 

Assay:Method Development Guideline」）。ヒュミラ®は1X 
Kinetics Bufferで最終濃度300 nM（TNFαおよびCD64の
場合）ならびに5 µM（CD16a V176の場合）に調製し、3倍希
釈系列で測定を行いました。バックグラウンドに相当する参
照サンプルの解析を、関連するリガンドを固相化したSAXバ
イオセンサー、および1X Kinetics Buffer（アナライト溶液とし
て使用）を用いて同時に行いました。

データのフィッティングは、1:1モデル（TNFαおよびCD64の場
合）または2:1モデル（不均一リガンドモデル:CD16a V176）に
より、Octet® Analysis Studioソフトウェアを使用して行いま
した。

カイネティクススクリーニングの適格性評価-再現性
カイネティクススクリーニングの再現性の評価は、アナライ
ト反応の最適化において決定したビオチン化リガンド固相
化量を用いて行いました。再現性評価ごとにリガンドの原液
濃度を調製し、アッセイ法ファイルでリガンド固相化レベル
に閾値を設けました。評価ごとに新しいバイオセンサーを使
用しました。ヒュミラ®をアナライト反応最適化で決定した濃
度に1X Kinetics Bufferを用いて調製し、複数日にわたり複
数のユーザーが7回の結合測定をトリプリケートで実施し、
アッセイ内・アッセイ間変動性を求めました。

データのフィッティングは、1:1モデル（TNFαおよびCD64の場
合）または2:1モデル（不均一リガンドモデル:CD16a V176）に
より、Octet® Analysis Studioソフトウェアを使用して行いま
した。

結果および考察
アナライト反応の最適化

CD64
カイネティクススクリーニングに最適な単一のアナライト濃
度を求めるときには、最初は広範囲の濃度について試験す
ることを推奨します。図3Aに示したように、CD64については
まず300、100、33.3、11.1、3.7、1.23および0.41 nMの濃度希釈
系列について評価を行いました。高いアナライト濃度（300、
100、33.3 nM）では結合反応が速すぎ、したがって単一の
濃度から結合カイネティクス速度定数を正確に求められま
せん。反対に、低濃度のアナライト（1.24および0.41 nM）では
結合反応が基本的に線形であり、したがってカイネティクス
イベントに関する十分な情報が得られません。

https://www.sartorius.com/en/products/biolayer-interferometry/bli-resources/optimizing-kinetics-assays-to-avoid-avidity-application-note
https://www.sartorius.com/en/products/biolayer-interferometry/bli-resources/optimizing-kinetics-assays-to-avoid-avidity-application-note
https://www.sartorius.com/en/products-jp/biolayer-interferometry-jp/bli-resources-jp/biomolecular-binding-kinetics-analysis-using-the-octet-platform-application-note-jp
https://www.sartorius.com/en/products-jp/biolayer-interferometry-jp/bli-resources-jp/biomolecular-binding-kinetics-analysis-using-the-octet-platform-application-note-jp
https://www.sartorius.com/en/products/biolayer-interferometry/bli-resources/octet-kinetics-assay-method-development-guideline
https://www.sartorius.com/en/products/biolayer-interferometry/bli-resources/octet-kinetics-assay-method-development-guideline
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TNFα
バイオシミラーの開発で重要な要素は、RMPと同等のカイ
ネティクスおよび親和性で、そのバイオシミラーが抗原に結
合できるかという点です。上記のように、カイネティクススク
リーニングを実施するときにはアッセイデザインならびに
相互作用に予測される化学量論比を検討する必要があり、
必要な場合にはアビディティ効果が最小限に抑えられるか
排除される、リガンドとアナライトの方向性でアッセイを実
施すべきです。これにより、最も単純なカイネティクスモデル
（1:1結合）でデータを評価でき、データの正確なフィッティン
グを行うことができます。

ここではIgG1抗体であるヒュミラ®をアナライトとして評価を
行いましたが、アッセイ中にアビディティ効果が生じるリスク
があります。固相化されるリガンド密度を十分低くし、十分
な屈曲が得られるアナライト濃度を使用することで、この問
題を排除できました。

図4Aに示すように、アナライトがモノクローナル抗体で
あり、したがって2価である場合、アナライト濃度が高いと
アビディティ効果が増大する可能性があるため、1 :1モデ
ルによるデータのフィッティングが不良になります（参照：
Application Note：Optimizing Kinetics Assays to Avoid 
Avidity Effects）。 

3.7 nMまたは11.1 nMをアナライトの単一濃度として使用す
ると、カイネティクス速度定数を正確に求められる十分な屈
曲が得られたことから、この範囲に入る10 nMをカイネティ
クススクリーニングのアナライト濃度として選択しました。解
離はアナライト濃度非依存性ですが、センサー表面が飽和
すると表面の混み合い度が高まり非特異的結合イベントの
増加につながる可能性があります。図3Bに示すように、最高
濃度（300 nM）では、試験した他の濃度とは顕著に異なる
解離フェーズが認められました。このように、反応曲線の見
た目の確認は、完全なカイネティクススクリーニングに進む
前に実施すべき重要な品質チェックです。

カイネティクス測定のコミュニティでは、正確な解離カイネ
ティクスを測定し、正確なKD値を求めるには、解離フェーズ
において5％を超えるレスポンスの減少が必要であるという
考えが一般に受け入れられています5。5％の数学的な減少
に加え、レスポンスの減少が目視で観察されることが望ま
しく、カイネティクススクリーニングに使用する最適濃度と
解離時間を決定するときにはこの点を考慮する必要があり
ます（参照：A Compendium for Successful BLI and SPR 
Assays）。

図3：ヒュミラ®・CD64結合アッセイの最適化に使用したアナライト濃度希釈系列（A）結合カイネティクスはアナライトが最高濃度のときは速すぎ、一方、最低
濃度のときは直線性が強すぎる。薄青（3.7 nM）および緑（11.1 nM）の屈曲は良好な範囲にあり、この範囲周辺のアナライト濃度がカイネティクススクリーニング
に適していると思われる。（B）解離カイネティクスは一般にアナライト濃度の最適化を必要としないが、アナライト濃度300 nMで認められるような逸脱はバイ
オセンサー表面における作用の増大を示唆するものと思われる。

0.8 

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0

0 50 100 150 200 250 300

結
合（

nm
）

時間（秒）
0.8

0.6

0.4

0.2

0

-200 0 200 400 600 800 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600

時間（秒）

結
合（

nm
）

300 nM

100 nM

33.3 nM

11.1 nM

3.7 nM

1.24 nM

0.4115 nM

A.

B.

https://www.sartorius.com/en/pr/octet/optimizing-kinetics-assays-to-avoid-avidity-application-note
https://www.sartorius.com/en/pr/octet/optimizing-kinetics-assays-to-avoid-avidity-application-note
https://www.sartorius.com/en/pr/octet/octet-label-free-compendium
https://www.sartorius.com/en/pr/octet/octet-label-free-compendium


6

CD64で観察されたように、アナライト濃度が高いと（300お
よび100 nM）結合反応が速すぎ、単一濃度で測定した結合
カイネティクスパラメーターが不正確になると思われます
が、反対にアナライト濃度が低いと（1.24および0.41 nM）結
合反応が基本的に線形になり、したがってカイネティクスイ
ベントに関する十分な情報が得られません。3.7 nMまたは
11.1 nMを単一のアナライト濃度とした場合、カイネティクス
速度定数を正確に求められる十分な屈曲が示されることか
ら、10 nMをカイネティクススクリーニングの濃度として選択
しました。

CD64で上述したように、カイネティクス測定のコミュニティ
では、正確な解離カイネティクスを測定し、正確なKD値を求
めるには、解離フェーズにおいて5％を超えるシグナル減少
が必要であるという考えが一般に受け入れられています。

TNFαとヒュミラ®の相互作用は親和性が高く（pMレベル）、
90分の解離フェーズによる測定では、解離速度定数はゆっ
くりとした解離（10-5 s-1）でした。このカイネティクススクリー
ニングではアッセイを25℃で実施しましたが、必要な場合
にはアッセイ温度を37℃に上げることで反応の変化が増大
し、正確な解離速度定数が算出される可能性があります。

図4：TNFαとの結合の最適化に使用したアナライト濃度希釈系列（A）アナライトが2価であるときのアッセイフォーマットでは、アビディティの問題を考慮しな
ければならない。図に示すように、アナライト濃度が増大すると屈曲も増大するが、アビディティ効果のリスクも増大し、1:1の単純な結合モデルから離れる。図
に示すように、低い濃度では1:1カイネティクスモデル（赤色）に十分当てはまる結合データ（各色）が得られたが、アナライト濃度が高いと1:1モデルは観察された
データに当てはまらなくなる。これはアビディティ効果および飽和によるバイオセンサー表面の混み合いに起因すると思われる。（B）25℃では、ヒュミラ®のTNF
αからの解離フェーズでの結合レスポンス減少はわずかである。
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CD16a V176
CD16a（FcγRIIIa）V176（別名V158）は親和性が中程度のFcγ
受容体であり、高親和性のFcγ受容体であるCD64（FcγRI）
とは異なりその5つのグリコシル化部位が著しい不均一性
を示す可能性があるため、カイネティクス解析は1:1モデルで
は行えません6, 7 ,8。

CD16aのIgG1抗体に対する親和性はCD64よりも低いこ
とが知られており9、そのため最初に評価する濃度系列を
5000、1667、555.6、185.2、61.7、20.6、6.86 nMとしました
（図5A）。高いアナライト濃度（5000、1667 nM）では結合反
応が速すぎ、したがって単一の濃度からカイネティクスを正
確に求められないと思われます。反対に、低濃度のアナライト
（6.86、20.6、61.7、185.2 nM）では結合反応が遅く平衡に近
づかないため、カイネティクスイベントに関する十分な情報
が得られません。

アナライト濃度555.6 nMでは、カイネティクス速度定数を正
確に求められる十分な屈曲が示され、平衡に近づきます。し
たがって、500 nMをカイネティクススクリーニングの濃度と
して選択しました。1:1の相互作用とは異なり、不均一な相互
作用の場合には両部位が飽和状態にあることが保証され
るため、短いプラトー（平衡状態）でも許容されます。

CD64やTNFαでは解離速度が遅く、正確な解離定数を求め
るには時間がかかりますが、CD16a V176はIgG抗体に対す
る親和性が中程度であるため解離速度が速く、解離フェー
ズ開始から60秒以内に5％を超える結合シグナルの低下
が認められます（図5B）。必要な場合には、解離時間を縮小
して全体のアッセイ時間を短縮し、カイネティクススクリー
ニングのスループットを高めることができます。

図5：ヒュミラ®・CD16a結合アッセイの最適化に使用したアナライト濃度希釈系列（A）CD16a V176は不均一なリガンドで典型的な結合反応を示し、短い結合
フェーズの後にプラトーに達する。（B）CD16a V176などが示す中程度の親和性の相互作用では、解離速度が速く、結合レスポンスの減少が確実に観察される。
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カイネティクススクリーニングの適格性
評価-再現性
「材料および方法」で検討したように、カイネティクススク
リーニングの適格性評価を行うことで、ユーザー間の違いお
よびサンプル調製に起因するアッセイの自然な変動性を評
価できます。すべてのカイネティクススクリーニング適格性
評価（CD64、TNFαおよびCD16a V176）で、3回のアッセイを
それぞれトリプリケートで実施しました。各回のアッセイに
リファレンスバイオセンサーを含め、アッセイ当たり計21（3 x 
7）、全体で63の測定を行いました（図6）。Octet® R8は8つの
反応を同時に測定できるため、このプロセスが単純になり、
トリプリケートで評価を行ってもアッセイ時間が最小限に抑
えられ、多数の異なるサンプルを評価する場合には最適化
も可能です。

リガンド固相化量および結合レスポンスの結果
AviTag™ビオチン化タンパク質を用いて実施したすべての
アッセイで、リガンド固相化量は良好な変動係数（CV値）を
示しました。CD64リガンド固相化量（閾値0.25 nm）のアッ
セイ内変動性はCV 3％未満、アッセイ間変動性はCV 1.5％
未満でした（図7A、表1）。TNFα（固相化閾値0.12 nm）のアッ
セイ内変動性は6％未満、アッセイ間変動性は3.5％未満で
した（図7B、表1）。CD16a V176（固相化閾値0.25 nm）のアッ
セイ内変動性は5％未満、アッセイ間変動性は3％未満でし
た（図7C、表1）。

図6：ヒュミラ®とTNFαの単一濃度結合の例（ka）。3回のアッセイのそれぞれで、7回の測定をトリプリケートで実施し、ユーザーの違いおよびサンプル調製の変
動に起因するka、kd、およびKDの自然な変動範囲を求めた。

アッセイ内1 アッセイ内2 アッセイ内3 アッセイ間1、2、3
CD64 2.89 2.50 2.76 1.02
TNFα 5.64 5.39 3.72 3.48
CD16a V176 3.79 4.67 3.73 2.37

表1：カイネティクススクリーニング適格性評価におけるリガンド固相化量の％CV
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図7：リガンド固相化量（A）CD64（固相化閾値0.25 nm）、（B）TNFα（固相
化閾値0.12 nm）および（C）CD16a V176（固相化閾値0.25 nm）は、カイネ
ティクススクリーニングの適格性評価において良好な精度を示している。

リガンド固相化量から予想されるように、アナライト結合
レスポンスの値は解析するアナライトに依存します。ヒュミ
ラ®・CD64結合のカイネティクススクリーニングでは、正確
なリガンド固相化量レベル下では、アナライト結合レスポン
スはアッセイ内CVでは約3％、アッセイ間CVは2％未満でし
た（図8A、表2）。ヒュミラ®・TNFα結合のカイネティクススク
リーニングでは、アッセイ内およびアッセイ間CVは約5％で
した（図8B、表2）。ヒュミラ®・CD16a V176結合のカイネティ
クススクリーニングでは、アッセイ内およびアッセイ間CVは
5％未満でした。このように、このバイオシミラー・カイネティ

クススクリーニングにおいて認められたアナライト反応の
アッセイ内変動性は5％未満、全体的なアッセイ間変動性
は5％未満でした（図8C、表2）。

アッセイ内
1

アッセイ内
2

アッセイ内
3

アッセイ間
1、2、3

CD64 2.20 2.53 3.23 1.81
TNFα 4.38 4.76 6.53 5.15
CD16a V176 4.12 3.46 3.75 4.65

表2：カイネティクススクリーニング適格性評価におけるアナライトレスポン
ス％CV
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CD64
ヒュミラ®・CD64結合の場合、アッセイ1、2、3のすべての単
一濃度での反復測定について求めた全親和性の平均値は
780 pMでした（範囲：699～915 pM）。この値は文献にある
値と良く一致します。結合カイネティクス速度定数は、アッセ
イ内CV 4％未満、アッセイ間CV 6％未満と範囲が十分限定
されており、平均値は6.24*105 M-1s-1、範囲は5.82～ 6.52*105 
M-1s-1でした。解離カイネティクスのアッセイ内CVは9％未
満、アッセイ間CVは10％未満で、平均値は4.81*10-4 s-1、範囲
は4.46～5.34*10-4 s-1でした。

TNFα
3回の単一濃度アッセイで評価したTNFαに対するヒュミラ®

結合の全親和性は268 pM（範囲：197～385 pM）で、この値
は文献にある値と良く一致します。結合カイネティクス速度
定数はアッセイ内CV 4％未満、アッセイ間CV 3％未満と範
囲が十分限定されており、平均値は1.22*106 M-1s-1、範囲は
1.20～1.26*106 M-1s-1でした。上記の通り（参照：アナライト反
応の最適化）、90分の解離時間中に結合レスポンスレベル
は線形の減少を示し、約5％の変化が認められました。 この
変化は、アッセイ内およびアッセイ間CVの上昇に反映され
ています。解離速度定数（kd）は、平均3.23*10-4 s-1、範囲2.49
～4.55*10-4 s-1でした。

CD16a V176
ヒュミラ®のCD16a V176に対する結合は不均一リガンドモ
デルを用いて評価したため、2組のカイネティクス値と親和
性値が生成されています。3回の単一濃度アッセイで得ら
れた平均全親和性は180 nMおよび129 nMでした（範囲は
それぞれ177～183、121～133 nM）。結合カイネティクス速度
定数は両ka値についてアッセイ内CV 4％未満、アッセイ間
CV 3％未満と範囲が十分限定されており、平均値はそれ
ぞれ3.7*104、5.6*105 M-1s-1、範囲はそれぞれ3.61～3.79*104、
5.53～5.73*105 M-1s-1でした。解離カイネティクスは、解離速
度定数（kd）の両方の値についてアッセイ内CV 5％未満、
アッセイ間CV 5％であり、範囲が十分限定されていました。
2つの解離カイネティクス値の平均値はそれぞれ6.68*10-3、
7.26*10-2 s-1、範囲はそれぞれ6.63～6.71*10-3 s-1、6.96～
7.60*10-2 s-1でした。

カイネティクススクリーニング-バイオシ
ミラーの評価
前述のカイネティクススクリーニング適格性評価-再現性試
験の目的は、状態が既知・不明のバイオプロセスサンプル
を、多数の受容体、抗原に対して、あるいはCQAについて今
後迅速に評価できるようにパラメーターを設定することで
す。ここでいう範囲では、単一アナライト濃度で、ユーザーは
カイネティクスデータに基づいて、クローン、生産プロセス、
または他のパラメーターが、自分が決定した範囲内のデー
タが得られるかを判断できます。ここで留意すべき重要な点
は、カイネティクススクリーニングは十分な適格性評価また
はバリデーションが行われているアッセイの代わりに使用す
べきではなく、あくまで医薬品候補またはCLDプロセスの大
規模なライブラリーの評価とトリアージを行う簡易な方法と
して使用すべきだということです。通常、IgGは低pH条件の
プロテインA親和性カラムで精製されます。IgGはまず生理
的pH条件でプロテインAを充填したカラムに結合し、その後
低pHで溶出されます。しかし、アダリムマブの場合、低pH条
件では凝集体が溶出する可能性があるため、溶出プロセス
を最適化する必要があります。溶出プロセスの最適化のほ
か、L-アルギニンをバッファー（溶出剤）に添加すると正しく
折り畳まれた単量体の抗体の回収率が大幅に増大し、その
後の凝集が減少することが示されています。本研究では、ア
ダリムマブの単一のクローンをアフィニティー精製したサン
プルを用い、プロテインAカラムの溶出バッファーがCD64、
TNFαおよびCD16a V176に対するカイネティクスおよび親和
性に及ぼす影響を評価し、また望ましいカイネティクス特性
を有する製剤を生成するためにはサイズ排除などの直交プ
ロセスがさらに必要になるかを検討しました。

リガンド固相化および結合レスポンスの結果
カイネティクススクリーニング適格性評価-再現性試験と同
様に、バイオシミラーのカラム溶出液の評価でも、すべての
アッセイでリガンド（AviTagTMビオチン化タンパク質）の固
相化量について良好な変動係数（CV）が認められました。リ
ガンドCD64の固相化量（固相化閾値0.25 nm）は、アッセイ
内変動性4％未満、アッセイ間変動性1.5％未満でした（図9 
A、表3）。TNFα（固相化閾値0.12 nm）のアッセイ内変動性は
5％未満、アッセイ間変動性（合同）は3.5％未満でした（図
9B、表3）。CD16a V176（固相化閾値0.25 nm）のアッセイ内
変動性は4％未満、アッセイ間変動性は3％未満でした（図
9C、表3）。

カイネティクス
スクリーニング
適格性評価- 
再現性

アッセイ内
バイオ 
シミラー

アッセイ間 
（合同）

CD64 1.02 3.20 1.12
TNFα 3.48 4.34 3.20
CD16a V176 2.37 3.8 2.21

表3：カイネティクススクリーニングによるバイオシミラー評価におけるリガン
ド固相化量の％ CV。
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図9：バイオシミラーのカラム溶出液評価を含むリガンド固相化量評価 
（A）CD64（固相化閾値0.25 nm）、（B）TNFα（固相化閾値0.12 nm）および
（C）CD16a V176（固相化閾値0.25 nm）は、カイネティクススクリーニング
の適格性評価およびバイオシミラー評価において良好な精度を示してい
る。

カイネティクススクリーニング適格性評価では一種類のア
ナライトを繰り返し評価しましたが、バイオシミラーのカラム
溶出液または他のサンプルの評価では、アナライトの反応
はアナライトの結合特性に依存し、したがってRMPに比べ
高い場合も低い場合もあります。ヒュミラ®とバイオシミラー
カラム溶出液について実施したカイネティクススクリーニン
グでは、CD64に対するバイオシミラー（アナライト）の結合
レスポンスのデータを合同した場合、アッセイ内CVは3％未
満、アッセイ間CVは6％未満でした（図10A、表4）。正確なリ
ガンド固相化レベルを示したTNFαについては、カイネティク
ススクリーニングでヒュミラ®とバイオシミラーの評価を行っ
た場合、アッセイ内およびアッセイ間CV（合同）は良好で、そ
れぞれ5％程度でした（図10B、表4）。CD16a V176について
は、カイネティクススクリーニングでヒュミラ®およびバイオ
シミラーを評価した場合、アッセイ内CVは5％未満で、アッ
セイ間アナライト反応CVは合同データとして7％未満でした
（図10C、表4）。

カイネティクス
スクリーニング
適格性評価-再
現性

アッセイ内
バイオシミ
ラー

アッセイ間 
（合同）

CD64 1.81 2.57 5.72
TNFα 5.15 6.04 4.89
CD16a V176 4.65 4.48 6.46

表4：カイネティクススクリーニングによるバイオシミラー評価におけるアナ
ライト結合レスポンスの％CV
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図10：バイオシミラーのカラム溶出液評価を含むアナライト結合レスポン
スの評価（A）CD64、（B）TNFα（C）CD16a V176は、カイネティクススクリー
ニング適格性評価およびバイオシミラー評価において良好な精度を示して
いる。

CD64
図11に示すように、バイオシミラーカラム溶出分画のスク
リーニングで測定したヒュミラ®標準品（RMP）のkaおよびkd

は、いずれもヒュミラ®RMPのカイネティクススクリーニング
適格性評価で測定した値の範囲内でした。

図11：CD64との結合の場合、カイネティクスパラメーターは以前に測定し
た値の範囲内である。バイオシミラー評価で求めたヒュミラ標準品の（A）ka

および（B）kdは、カイネティクススクリーニング適格性評価で特定された範
囲内であった。

大半のカラム溶出条件で、kaはヒュミラ®RMPの値に近いも
のでしたが、図12Aからわかるように、pH 3.6 + L-アルギニン
およびpH 3.8 + L-アルギニンの条件では明確な逸脱が観察
されました。
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図12：結合カイネティクスに対するL-アルギニンの影響（A）バイオシミラー
のカイネティクススクリーニングで得られたka値について、L-アルギニン
含有サンプルと非含有サンプルの間に差が認められた。（B）ヒュミラRMP
（赤）は、アダリムマブpH 3.8（オレンジ）およびアダリムマブpH 3.8 + 1M L-
アルギニン（青）とは異なる結合カイネティクスを示している。
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pH 3.6 + L-アルギニンおよびpH 3.8 + L-アルギニンの解離
曲線は、ヒュミラ®RMPサンプルと明らかに異なっており、平
均kdはそれぞれ6.61*10-4、6.48*10-4でした（図13）。

リガンドCD64について正確な固相化量およびアナライト
結合レスポンスが得られたことを考慮すると、カラム溶出
後のカイネティクスで上記の差が認められたことは、ヒュミ
ラ®RMPとの差、ならびに同一pHにおけるL-アルギニン非
含有条件でのカラム溶出分画との差が生じた理由を明らか
にするためにさらに直交研究が必要であることを示してい
ます。

TNFα
CD64の場合と同様に、バイオシミラーのカラム溶出分画
のスクリーニングで測定したヒュミラ®標準品（RMP）のkaお
よびkdは、いずれもヒュミラ®RMPのカイネティクススクリー
ニング適格性評価で測定した値の範囲内でした（図14）。

すべてのカラム溶出サンプルの結合カイネティクスは、適格
性評価で認められたヒュミラ®RMPの値とは異なりました
（図15A）。L-アルギニンを含むカラム溶出サンプルは、L-ア
ルギニンを含まないサンプルとは異なる結合特性を示し、
速い結合フェーズでバイオセンサーが飽和し、RMPで観察
された1:1のカイネティクスとの差が生じました（図15B）。
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図13：解離カイネティクスに及ぼすL-アルギニンの影響。pH 3.6 + 1 M L-アルギニン（オレンジ）、pH 3.8 + 1 M L-アルギニン（青）のカラム溶出条件の結果は、
ヒュミラ®RMP（赤）とは明らかに異なっている。
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ある。TNFαへのヒュミラ®RMPの結合パラメーターは、カイネティクススク
リーニング適格性評価とカラム溶出液評価において同等の値を示した。
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カラム溶出液サンプルはすべて高いka値を示したが、アルギニン含有サン
プルの結果はアルギニン非含有サンプルとは異なっていた。（B）バイオシミ
ラーカラム溶出液サンプルは一般に速い結合フェーズを示した。L-アルギ
ニン含有サンプルではバイオセンサーの飽和が生じ、1:1のカイネティクスを
示したヒュミラ®RMPとの差が生じた。
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Ada pH 3.6

Ada pH 3.8

Ada pH 3.6 + Arg

Ada pH 3.8 + Arg

CD16a V176
カイネティクススクリーニング適格性評価およびRMPバイ
オシミラー評価において、CD16a V176のフィッティングには
不均一リガンドモデルを使用しました。その結果、結合と解
離のカイネティクスは両評価間で良好な一致を示しました
（図16）独立の2組のカイネティクスパラメーター値ka、ka2と
kd、kd2が得られましたが、観察された結合反応は2つの独立
の反応の合計でした。

図17：CD16a V176結合カイネティクス（A）ka（B）ka2（C）結合反応曲線
CD16a V176に対するヒュミラ®RMPの結合は最も低い域にあり、L-アルギ
ニン含有サンプル（pH 3.6およびpH 3.8）は明らかにグループを形成してお
り、一方、アルギニン非含有溶出液は上方域でまとまっている。
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図16：不均一リガンドモデルはアッセイ全体にわたり良好な精度を示して
いる。ヒュミラ®RMP・CD16結合のkaおよびka2（A、B）は、カイネティクススク
リーニング適格性評価-再現性試験においてヒュミラ®RMPで認められた
値と同等であった。

評価した3つのリガンドのうち、CD16a V176に対する結合に
おいて、バイオシミラーカラム溶出分画とヒュミラ®RMPとの
間に最も明確な変化が認められました。結合速度定数kaは
ヒュミラ®RMPよりも小さいことが目視でわかり（図17A）、ka2

についても同じ影響が認められます（図17B）。図17Cに示す
ように、Octet® BLIによるアッセイの結合フェーズで、kaとka2

はCD64およびTNFαの結合の場合と同様に単一の結合イ
ベントとして観察されました。ヒュミラ®RMP、pH 3.6 + L-ア
ルギニンおよびpH 3.8 + L-アルギニンのサンプルの間に明
確なグラデーションが認められます。アルギニン含有サンプ
ルは中間域を占め、アルギニン非含有サンプルは上方域に
まとまっています。
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バイオシミラーカラム溶出分画の解離カイネティクスは結
合カイネティクスと同等の傾向を示し、バイオシミラー溶出
分画とヒュミラ®RMPとの間に大きな差が認められます。図
18Aに示すように、kd値はすべてのサンプルでヒュミラ®RMP
に比べて遅くなりました。ただし、2つ目の解離定数kd2はヒュ
ミラ®RMPに比べて速く、図18Bに示すように、pH 3.6 + L-ア

図18：CD16a V176の解離カイネティクス（A）バイオシミラーカラム溶出液のkdはヒュミラ®RMPよりも遅く、（B）kd2はヒュミラ®RMPよりも速い。L-アルギニン含
有サンプルの結果は非含有サンプルとは明確に異なる。（C）ヒュミラ®RMPの解離フェーズは、バイオシミラーカラムL-アルギニン含有溶出液とも非含有溶出
液とも異なっている。

アダリムマブ pH 3.8 + 1 M L-アルギニン

アダリムマブ pH 3.6 + 1 M L-アルギニン

アダリムマブ pH 3.8

アダリムマブ pH 3.6

アダリムマブ pH 3.4

アダリムマブ pH 3.0

RMPバイオシミラー

RMPカイネティクススクリーニング

A.

4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5

kd (10-3  s-1)

0 0.5 1 1.5 

kd2 (10-1  s-1)

アダリムマブ pH 3.8 + 1 M L-アルギニン

アダリムマブ pH 3.6 + 1 M L-アルギニン

アダリムマブ pH 3.8

アダリムマブ pH 3.6

アダリムマブ pH 3.4

アダリムマブ pH 3.0

RMPバイオシミラー

RMPカイネティクススクリーニング

B.

ルギニンおよびpH 3.8 + L-アルギニンサンプルの値はアル
ギニン非含有溶出液とは明確に異なっています。これらは
解離フェーズの結合レスポンス（図18C）で目視でもわかり、
ヒュミラ®RMPは最も解離が速く、L-アルギニン含有サンプ
ルは中間域でまとまっており、L-アルギニン非含有サンプル
は明確なまとまりを形成しています。
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結論

標準的なカイネティクス研究では複数のアナライト濃度で
の測定が必要なため、標準的な96ウェルまたは384ウェル
マイクロプレートの大きなスペースを使用しますが、単一濃
度カイネティクススクリーニングではマイクロプレートのス
ペースを最大限に利用してさまざまな関連のパラメーター
を迅速に測定できます。

本アプリケーションノートに示したように、ヒュミラ®のバイ
オシミラー（アダリムマブ）開発プロセス（プロテインAによ
る抗体精製プロセス）のサンプルを、規制当局に提出する詳
細なクオリフィケーションで必要になると思われる、3種類
の主要リガンドを用いて迅速に試験できました。バイオシミ
ラーのカラム溶出液についてトリプリケートで測定した結果
を上に示しましたが、たとえば1M L-アルギニンを溶出バッ
ファーに添加することで認められる傾向に焦点を当てるの
であれば、一回の測定で十分でした。「結果および考察」の
項で検討したように、約30分（CD16a V176）から約1時間45分
（親和性が高いTNFαとの相互作用）の反復アッセイを実施
しましたが、CD16a V176のアッセイ時間は解離時間を短縮
することで短くすることができました。

適切なアナライト濃度とリガンド固相化レベルの選択後、単
一濃度カイネティクススクリーニングによりアナライトのカ
イネティクスプロファイルを包括的に記述することができ、そ
のカイネティクスプロファイル（または、必要な場合には結
合反応）に従って最適な抗体、タンパク質、または生産プロ
セスを順位付けして選択することができます。これにより意
思決定が簡単になり、アナライト濃度要件が低く、アッセイ
構成を簡単に行えるため、創薬サイクルの早期においてより
適切な判断を下せます。すなわち、CQAと生産収量を組み
合わせることで、時間の節約となり、ダウンストリームでの問
題を軽減できます。

この簡易化したカイネティクススクリーニングのアッセイ構
成により、結合、解離および親和性に関する大量のデータを
迅速に生成できます。これは、ダウンストリームで最適なク
ローン選択をやり直す必要性を回避するために重要です。
複数のリガンド、アナライトおよびバイオセンサーを一回の
Octet® BLIアッセイに組み込めるため、単一濃度カイネティ
クスアッセイでさまざまなリガンドとアナライトとの結合相
互作用を1日で迅速に評価できることが容易に想像できるか
と思います。

このアプローチで抗体ライブラリー全体を新規抗原に対し
て迅速に、高いコスト効率で試験できることから、創薬サイ
クルを加速することも可能です。古典的な解析技術では、
ヒット抗体を同定した後に抗体の最適化を行うため、コス
トと時間がかかり失敗率が高いですが、これとは異なり、カ
イネティクススクリーニングと機械学習を組み合わせること
で、大規模な抗体のライブラリーを作製し、これを迅速に試
験、選択、選別ができます。この方法では、有効なデータがす
ぐに蓄積されるため、創薬サイクルが年単位から、月単位ま
たは週単位に短縮される可能性があります。
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