
Biacore とは？
　
Biacore システムは標識を使わずにリアルタイムに生体分子の相互作用をモニタリングするシステムです。リアルタイムに得られる結
合データは生体反応を制御するタンパク質とほかの生体分子とのダイナミックな相互作用を理解するのに無くてはならない情報です。
Biacore システムはタンパク質とほかの生体分子との包括的な評価に必要な高品質、情報豊かなデータを提供します。

SPR光学検出系マイクロ流路系センサーチップ表面

Biacore の検出系には、表面プラズモンが金属／液体界面で励
起した場合に起こる、いわゆる表面プラズモン共鳴（Surface 
Plasmon Resonance ＝ SPR）の光学現象を採用しています。2
分子間の結合と解離にともなってセンサーチップ表面で生じる
微量な質量変化を SPRシグナルとして検出します。右の図で
金薄膜とガラスの界面で光が全反射するように照射す
ると、反射光の一部に反射光強度が低下した部分が観
察されます（SPRシグナル発生）。この光の暗い部分
の現れる角度は、センサーチップ表面の溶媒の屈折率
に依存します。センサーチップ表面に固定化したリガ
ンドにアナライトを添加し、2分子間で結合反応が起
きると質量が増加します。この質量変化（＝溶媒の屈
折率変化）に比例して、光の暗い部分がⅠからⅡにシ
フトします。逆に、解離により質量が減少すれば、Ⅱ
からⅠにその分だけ戻ります。Biacoreシステムでは、
ⅠからⅡにシフトする量、すなわちセンサーチップ表

面での質量変化を縦軸にとり、質量の時間変化を測定データと
して表示しています（センサーグラム）。縦軸の単位は、0.1度
のシフトを 1,000 RUと定義した Resonance Unit（RU、レゾ
ナンスユニット）で表しています。タンパク質で 1 RUは 1pg/ 
mm2に相当することが確認されています。
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  ■ SPR光学検出系

検出器部分へのサンプルやバッファーの正確な送液をコント
ロールしているのが、マイクロ流路系です。シリコンラバー素
材で、3つの部分から構成されています。
❶ サンプル、バッファーのライン
❷ ライン切り替えのためのエアバルブ
❸  センサーチップをセットするフローセル部分（＝検出部分）
添加されたサンプルはフローセル部分まで脈流のない一定流速
で安定して送液されます。フローセル部分は天井のない流路の
構造をしており、機器の中でセンサーチップがちょうど蓋にな
るような形でセットされます。
マイクロ流路系は、次の特徴を持っています。
❶  サンプル添加時、フローセル内が瞬時にバッファーからサ
ンプルに置き換わります。

❷  エアセグメント方式により、サンプルは希釈されることな
く一定濃度で供給されます。

❸  デッドボリュームの非常に少ないエアバルブを用いること
により、マイクロリットルレベルでの送液コントロールが
可能です。

バッファー→アナライト→バッファーの切り替えは自動的に制
御され、エアによるノイズが生じたり、アナライトの濃度が希
釈されたりということは一切起こらないように設計されていま
す。
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  ■マイクロ流路系

Biacore の 3つの要素技術
Biacoreでは SPR光学検出系、マイクロ流路系、
センサーチップの 3つの要素技術を統合して、分
子の相互作用を測定します。

生体分子間相互作用の反応の場となるのが、このセンサーチッ
プです。ガラスに金の薄膜を蒸着し、薄膜上にはリンカー層を
介してデキストランを結合させています。相互作用を測定する
分子のうちどちらか一方の分子をデキストラン上に固定化しま
す。固定化反応のためにさまざまな構造をデキストラン上に導
入しています。
デキストランを使うことのメリットは、
❶ 生体内に近い親水性の環境を作れることです。
❷  添加サンプルの非特異的吸着を著しく減らすことができま
す。

❸  直鎖のデキストランを使用しているので、固定化したリガ
ンドの自由度を高めることができ、スペーサー的な働きを
持たせられます。

❹  3次元的に固定化できるので、多くの分子数を固定化でき
ます（感度の向上、あるいは結合した分子を回収するとき
に有効です）。

ほかに、デキストランの無いセンサーチップや、特異的結合分
子を用いてリガンドを捕捉（キャプチャー）する方法も用意し
ています。お使いになる Biacoreシステムによって、使用する
センサーチップの種類が異なります。

Biacore システムでは、一定流速でランニングバッファーをセ
ンサーチップ表面に供給してデータを取得します。ここにアナ
ライトを一定時間添加して、センサーチップ上に固定化したリ
ガンドとアナライトの結合過程を観察します。アナライトの添
加が終わるとバルブが自動的に切り替わり、もとのランニング
バッファーがフローセルに供給されます。このとき、フローセ
ル内のフリーのアナライトの濃度が瞬間的にゼロになり、アナ
ライトがリガンドから解離する様子を見ることができます。解
離過程を観察した後は、結合したアナライトを強制的に外す操
作（＝再生）を行います。リガンドを失活させずに、なおかつ
完全にアナライトを取り除くように再生条件を至適化すると、
同じセンサーチップを用いて繰り返し測定することができま
す。Biacore の測定は、結合反応が平衡になるまで待つ必要が
なく、1回の測定に要する時間は 10分間程度です。
センサーグラムを見ると、「アナライトがリガンド分子を認識
するかどうか」、「アナライトとリガンドの複合体が安定に保持
されるかどうか」がすぐにわかります。たとえば、いくつかの
異なる配列の DNAをセンサーチップ上に固定化し、核内レセ
プターを添加したとき、どれか 1つの DNAとの結合レスポン
スが得られれば、そのレセプターはその DNAの配列を特異的
に認識したということがわかります。また抗原を固定化し、異
なる抗体を添加したとき、各々の解離のカーブを比較すれば、
解離しにくく安定的に結合している抗体も簡単に選別すること
ができます。
さらにセンサーグラムの解析から、さまざまなパラメーターを
算出することができます。
❶  結合量からアナライトがリガンドと結合するかどうかを知
ることができます（結合特異性の確認）。

❷  センサーグラムのカーブから結合速度定数（ka）と解離速
度定数 (kd)を算出することができます（カイネティクス）。
さらに、解離速度定数と結合速度定数の比からアフィニ
ティー（解離定数、KD）を求めます。

❸  対象分子の濃度を定量することができます。結合量はアナ
ライト濃度に依存しますので、濃度既知の標準物質を用い
て検量線を作成すれば、特異性を利用してクルードなサン
プルでも対象分子の正確な定量が可能です。

❹  温度を変えてカイネティクスを求めることにより、相互作
用の熱力学的パラメーターを算出することも可能です。

Biacoreの最大の特徴は、2分子の相互作用が平衡状態に達し
たときのアフィニティーだけでなく、平衡に至るまでの結合・
解離反応の速さを知ることができることにあります。反応速度
の違いはタンパク質の機能の差異を反映していることが次第に
明らかになってきました。医薬品のスクリーニング、至適化に
もカイネティクス情報が活用されています。
このようにセンサーグラムからいろいろな情報を得ることがで
きます。
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  ■センサーグラムを見てみよう！

  ■センサーチップ

Biacoreによる生体分子の相互作用解析


