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表面プラズモン共鳴法 1 

表面プラズモン共鳴(Surface plasmon resonance：SPR)法2 

は，センサーチップ上の質量の変化を，表面プラズモン共鳴に3 

より生じる反射光の消失角度の変化として検出する方法であり，4 

物質間の結合特異性や結合親和性の解析，試料中の分析対象物5 

質濃度の測定等に用いられる． 6 

表面プラズモン共鳴を利用して物質間相互作用を測定する装7 

置では，一般的に，プリズムを用いたKretschmann配置が採8 

用されている(図1)．センサーチップの金属薄膜表面で全反射9 

するように偏光を照射すると，反射光の一部に反射光強度が低10 

下したSPRシグナルが観察される．SPRシグナルの生じる角11 

度はセンサーチップ上の質量に依存して変化するため，センサ12 

ーチップ上に固定した分子(リガンド)と添加した分子(アナライ13 

ト)が結合又は解離することで，SPRシグナルの生じる角度が14 

変化する(図1)．測定結果は，SPRシグナルの角度変化や，角15 

度変化から換算されるレスポンスユニット(RU)を経時的に示16 

したセンサーグラムとして取得される．取得された結合及び解17 

離のセンサーグラムを理論曲線にフィッティングさせることで，18 

リガンドとアナライトの結合速度定数(ka)，解離速度定数(kd)，19 

解離定数(KD＝kd／ka)を求めることができる．また，既知濃度20 

のアナライトとレスポンスを比較することで，試料中のアナラ21 

イト濃度を求めることができる． 22 

 23 

図1 SPR測定原理の概略図(Kretschmann配置) 24 

1. 装置 25 

一般的なSPR装置(連続フロー方式)は，光源，光学検出器，26 

送液システム，センサーチップ挿入部，データ集積部からなる．27 

センサーチップはカルボキシメチルデキストランを結合させた28 

ものが一般的である．固定化する分子の特性に応じて適切なも29 

のを選択する．センサーチップを装置にセットするとセンサー30 

チップ表面に複数のフローセルが形成され，各フローセルにそ31 

れぞれリガンドを固定化することができる． 32 

2. 測定 33 

SPR法は，リガンドとアナライトの結合特異性の確認，結34 

合親和性解析，又は，アナライトの濃度測定に使用される．通35 

例，流路に測定用緩衝液を流しながら，アナライトを注入し，36 

SPRシグナルを経時的に観察することで，センサーチップ上37 

に固定化したリガンドとの結合のセンサーグラムを取得する．38 

センサーグラムの形状から結合親和性を解析するカイネティク39 

ス解析では，アナライトの注入を終了した後，アナライトを含40 

まない緩衝液を流して，解離のセンサーグラムも取得する．測41 

定後，再生用緩衝液を流して，リガンドに結合しているアナラ42 

イトを全て除去する(図2)． 43 

 44 

図2 SPRセンサーグラム 例示 45 

2.1. 試料及び緩衝液 46 

(１) アナライト溶液 47 

分析目的や測定を行う分子間の親和性に応じて，測定用緩衝48 

液を用いて試料を至適な濃度に希釈し，アナライト溶液とする．49 

試料に不溶性の夾雑物が含まれる場合，遠心分離やタンパク質50 

低吸着のフィルターなどで不溶物を除去する． 51 

(２) 測定用緩衝液 52 

測定対象に応じ緩衝液を選択する．緩衝液に塩や界面活性剤53 

を添加することでリガンドやアナライトを安定化できることが54 

ある．必要に応じ，緩衝液は使用前にフィルターろ過し，脱気55 

する．測定時，アナライトを注入した際に対照フローセルへの56 

非特異的な結合が見られた場合は緩衝液のpHやイオン強度等57 

の変更により，至適化する． 58 

(３) 再生用緩衝液 59 

再生用緩衝液には酸性溶液，アルカリ性溶液，塩溶液，界面60 

活性剤，非極性溶液，キレート剤などが使用される．用いるこ61 

とのできる緩衝液は装置の流路系の材質により異なるため，装62 

置の化学耐性を確認する．センサーチップ表面のリガンドの性63 

質を変化させることなく，結合した全てのアナライトを解離さ64 

せる条件が理想的である．再生用緩衝液が適切であれば，再生65 

後のベースラインがアナライト添加前のベースラインまで戻り，66 

繰り返し測定で結合レスポンスが低下しない．再生条件が適切67 

でない場合は，測定サイクルを重ねるごとにリガンドへの結合68 

量が低下するため，測定の再現性に影響が生じる．リガンドと69 

アナライトの解離が十分速い場合には緩衝液を流すことで，リ70 

ガンドに結合したアナライトが解離するため，再生用緩衝液を71 

流す必要はない． 72 

2.2. 測定用センサーチップの準備 73 

センサーチップへのリガンドの結合の方法には，リガンドを74 

直接固定化する直接法と，リガンド内の特異的認識配列に結合75 

するタンパク質やリガンドに対する抗体などを固定化し，リガ76 

ンドを捕捉する捕捉法がある．リガンドの生物活性を維持した77 

状態で固定化し，アナライトとの結合への影響を小さくするこ78 

とが重要である．また，センサーチップに固定化するリガンド79 

は純度が高いものを使用する． 80 

リガンド固定化量は，次式を参考にして設定する． 81 



026-1403.pdf 

 

リガンドの固定化量＝
必要Rmax

リガンドの結合価数
 × 

リガンドの分子量

アナライトの分子量
 82 

測定に必要なRmax(リガンドにアナライトが最大限に結合した83 

場合のレスポンス)は使用する装置の感度に応じて定められる．84 

結合親和性解析を行う場合は，立体障害や凝集，マストランス85 

ポートリミテーション(リガンドが過剰でアナライトの供給が86 

追い付かず，アナライトの供給量が結合量変化の律速になって87 

いる状態)を避けるためにRmaxは低く抑える．濃度測定を行う88 

場合はマストランスポートリミテーションが生じることで，ア89 

ナライト結合量の濃度依存性が上がり，検量線の直線性が上昇90 

するため，Rmaxは高くすることが望ましい． 91 

通例，センサーチップ上にリガンドを結合していない対照フ92 

ローセルを用意し，非特異的なレスポンスの検出に使用する．93 

未処理のフローセル，リガンドを固定化する際行った化学処理94 

と同じ処理を行ったフローセル，又はアナライトと結合性を持95 

たないリガンド様分子を固定化したフローセルが対照フローセ96 

ルとなる．捕捉法でリガンドを捕捉した場合は，捕捉用分子を97 

固定化したフローセルを対照とする． 98 

固定化したリガンドが安定な場合は，センサーチップを装置99 

から外して保存することが可能である．保存には乾燥状態又は100 

緩衝液に浸した状態で冷所に保存する方法等がとられる． 101 

リガンドの固定化法 102 

(１) 直接法 103 

リガンドのアミノ基，チオール基，カルボキシル基，アルデ104 

ヒド基，ヒドロキシル基や，リガンドの疎水性などを利用して，105 

直接リガンドを固定化する．通例，センサーチップにはカルボ106 

キシル基のような固定化に利用できる基を持つ層があり，リガ107 

ンドを共有結合により固定化する．直接固定化する場合にはリ108 

ガンドの方向性が定まらないためにしばしば不均一な表面にな109 

る． 110 

(２) 捕捉法 111 

リガンドとの結合能を持つ捕捉用分子をセンサーチップに固112 

定化し，捕捉用分子との結合によりリガンドをセンサーチップ113 

に捕捉する．捕捉用分子には，例えば，リガンドに対する抗体，114 

リガンドに付与した特異的認識配列に対する抗体等が用いられ115 

るほか，リガンドが抗体医薬品の場合は，プロテインAやプロ116 

テインG，リガンドがビオチン化された分子である場合は，ス117 

トレプトアビジン等が使用される．捕捉法では，リガンドの方118 

向性が均一になりやすい．捕捉用分子とリガンドは測定時に解119 

離しないことが重要である．サイクルごとにリガンドを捕捉し120 

直す場合は，リガンドごとに再生条件を決定する必要がないた121 

め，測定条件の決定が容易である． 122 

2.3. 測定条件の設定 123 

(１) ベースラインの確認 124 

測定開始前に，ベースラインが安定していることを確認する．125 

ベースラインが安定していない場合は，①緩衝液，高イオン強126 

度の溶液，又は，界面活性剤を含む溶液を複数回注入する，②127 

緩衝液を高流速で流す，③アナライトの結合と再生操作を繰り128 

返す，等の操作で安定させる． 129 

(２) 流速 130 

結合親和性解析ではマストランスポートリミテーションを抑131 

制するために速く設定し，濃度測定ではマストランスポートリ132 

ミテーション条件とするために遅く設定する． 133 

(３) 送液時間 134 

結合や解離等の各領域の必要時間は，測定様式により異なる．135 

特異的結合の確認では，結合領域の時間はレスポンスの変化が136 

十分観察できる時間として設定する．カイネティクス解析を用137 

いた結合親和性解析では，解離が遅い反応の場合，解離時間を138 

十分にとる必要がある．平衡値解析によるアフィニティー解析139 

では，結合が平衡に達するのに十分な時間を結合領域の時間と140 

して設定する．濃度測定では，適切な検量線が得られる測定ポ141 

イントが含まれていればよい． 142 

(４) Rmaxの確認 143 

測定されたRmaxが，リガンドとアナライトの分子量，リガン144 

ドの固定化量，リガンドの結合価数より算出された理論的Rmax145 

を超えている場合は，結合価数が間違っている，アナライトが146 

凝集している，非特異的結合が起こっている等の理由が考えら147 

れるため，測定又は解析条件を変更する． 148 

(５) 測定の再現性の確認 149 

測定条件が至適でない場合，又は，測定サイクルを重ねるご150 

とにリガンドが失活する場合等は，測定の再現性に影響が生じ151 

ることがある．また，センサーチップを保存していた場合，保152 

存により再現性に影響が生じることもある．測定条件を設定す153 

る際には，再現性に特に留意する．必要に応じ，測定可能な回154 

数や保存可能な期間をあらかじめ設定しておく． 155 

2.4． 測定法 156 

2.4.1. 結合特異性の解析 157 

アナライトを添加し，結合レスポンスからリガンドとの結合158 

を確認する．固定化したリガンドに別のアナライトが結合しな159 

いことを示す等，適切な対照実験により，結合が特異的である160 

ことを確認する． 161 

2.4.2. 結合親和性解析 162 

(１) カイネティクス解析 163 

アナライトを注入し，結合を測定した後，アナライトを含ま164 

ない溶液を流して，アナライトの解離を測定する．その後，再165 

生操作でアナライトを全て解離し，次のアナライト溶液を測定166 

する．再生操作を行わずに，異なる濃度のアナライトを連続し167 

て注入することで結合親和性を解析する方法もある．通例，168 

KD値の1／10から10倍の間で5濃度以上のアナライト濃度につ169 

いて測定する． 170 

(２) 平衡値解析 171 

結合及び解離が速く，カイネティクス解析を行うことが難し172 

い場合や，モデルへのフィッティングが難しい場合は，平衡値173 

解析を行う．アナライトの結合が平衡に達するまでの時間，ア174 

ナライトを注入し続け，平衡に達した状態でのレスポンスを記175 

録する．結合したアナライトを再生操作により解離して，次の176 

アナライト溶液を測定する．KD値は1／2Rmaxを与えるアナラ177 

イト濃度として算出されるため，最高濃度のアナライトで結合178 

が飽和に近づくよう，アナライト濃度を設定する． 179 

2.4.3. 濃度測定 180 

マストランスポートリミテーション条件下で測定すると検量181 

線の直線性が増し，広い範囲で測定精度を上げることができる182 

ため，リガンドをなるべく多く固定化したフローセルにアナラ183 

イトを注入し，結合を測定する．その後，再生操作でアナライ184 

トを解離し，次のアナライト溶液を測定する．既知濃度のアナ185 

ライトの測定結果から，検量線を作成し，アナライト濃度を計186 

算する．アナライト濃度と拡散速度が比例することを利用し，187 

検量線を用いずにアナライト濃度を計算する方法もある． 188 
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3． データ解析 189 

解析を行う際にセンサーグラムの不必要な部分(捕捉用分子190 

によるリガンドの捕捉や再生部分など)を除き，リガンドを結191 

合したフローセルのレスポンスから対照フローセルのレスポン192 

スを差し引く．また，センサーグラムのベースラインを0に合193 

わせる．必要に応じ，測定用緩衝液のみを注入して得られたセ194 

ンサーグラムを，アナライトを注入したセンサーグラムより差195 

し引く． 196 

3.1. 結合親和性解析  197 

(１) カイネティクス解析 198 

カイネティクス解析はリガンドとアナライトの結合様式から199 

導かれる反応速度式を用い，測定されたセンサーグラムから近200 

似式のパラメータ(ka, kd, KD, Rmaxなど)を算出する方法である．201 

リガンドとアナライトが1：1で結合する場合， 202 

結合領域の反応速度式は 203 

dR／dt＝ka × C × (Rmax－R)－kd × R 204 

解離領域の反応速度式は， 205 

dR／dt＝－kd × R 206 

で表される(C：アナライト濃度，R：レスポンス)． 207 

マストランスポートリミテーションや溶液効果を考慮した項208 

を含む反応速度式が用いられる場合もある． 209 

また，結合親和性の指標となる解離定数KDは，次式により210 

求められる． 211 

KD＝kd／ka 212 

結合親和性解析のための反応モデルとしては，①リガンドと213 

アナライトが1：1で結合するモデル，②抗原に対する抗体の214 

結合のように，リガンドとアナライトが2：1で結合するモデ215 

ル，③2種のアナライトがリガンドに競合的に結合するモデル216 

④親和性の異なる二つの結合部位をもつリガンドに1種類のア217 

ナライトが結合するモデル，⑤1：1で複合体を形成した後，218 

コンフォメーション変化を起こすモデル等が用いられる．他の219 

生化学実験等の結果も考慮し，理論上，適切と考えられるモデ220 

ルを用いる． 221 

カイネティクス解析を行った場合は，測定されたセンサーグ222 

ラムと理論曲線の残差プロットによる評価や，χ2 (平均平方残223 

差で測定データと計算された理論曲線の差を示す値であり，フ224 

ィッティングが良いと小さい値となる)等の統計的パラメータ225 

を指標にフィッティングが適切であるか評価する． 226 

理論曲線とのフィッティングが不良の場合には，試薬の純度227 

が低い，固定化の方法や固定化の密度が適切でない，アナライ228 

トの濃度が適切でない，非特異的な結合がある，リガンドの活229 

性が落ちている，選択した反応モデルが適切でない，等の理由230 

が考えられるため，測定条件や反応モデルの見直しを行う．ま231 

た，結合・解離が速い反応で，データ解析時に，試料中の緩衝232 

液成分によるレスポンスとして算出されるRI(refractive 233 

index)値が高くなり過ぎる場合は，RI値を0になるように固定234 

し，フィッティングを行う．フィッティングが不良の場合に，235 

予想されるka，kdに近い値を初期値に設定することでフィッテ236 

ィングが良好になることがある． 237 

(２) 平衡値解析 238 

平衡値解析では，例えば，アナライト濃度をX軸に，各アナ239 

ライト濃度において平衡に達したレスポンスをY軸にプロット240 

し， 241 

平衡反応式：アナライト濃度に対する平衡値 242 

＝アナライト濃度 × Rmax／(アナライト濃度＋KD) 243 

より回帰を行い，1／2Rmaxのレスポンスを示す濃度(KD)を求244 

める．本反応式により算出されるKDはリガンドとアナライト245 

が1：1で結合すると仮定した場合の数値である．実測のレス246 

ポンスがRmaxに収束している場合は良好な解析ができるが，247 

Rmaxよりも低い範囲である場合は解析値の信頼性が低いため，248 

測定濃度範囲を高濃度側に広げて再度，測定を行う． 249 

3.2. 濃度測定 250 

既知濃度のアナライトを注入して得られたセンサーグラムよ251 

り，注入開始時のレスポンスの傾き，又は，注入後一定時間経252 

過した時のレスポンスを求め，アナライト濃度に対してプロッ253 

トする．4－パラメーターロジスティック回帰あるいは直線回254 

帰など，適切な近似式を用いて検量線を作成する．試料をアナ255 

ライトとして測定したレスポンスの傾き又はレスポンスを求め，256 

検量線より試料濃度を算出する． 257 

4. 各種試験への適用 258 

4.1. 確認試験への応用例 259 

2.4.1.に記した特異的結合の確認を利用し，試料がリガンド260 

に結合することを確認する．システムの性能として，標準物質261 

及び陰性対照(リガンドとの結合性が識別されるべき任意の物262 

質)試料を測定し，結合の特異性を確認する． 263 

4.2. 結合親和性試験への応用例 264 

2.4.2.に記した結合親和性解析を利用して，標準物質及び試265 

料についてKDを求める．結合親和性の規格値は，KD又はKDの266 

相対値(試料のKD／標準物質のKD)について設定することがで267 

きる． 268 

システム適合性としてシステムの性能と再現性を設定する．269 

例えば，システムの性能は，リガンドの固定化量が設定した範270 

囲内であること，リガンドとの結合親和性が既知である複数の271 

親和性確認用試料のKDが親和性順どおりに測定できること，272 

χ2
があらかじめ設定した数値以下であること等により確認する．273 

システムの再現性は，繰り返し測定時のKDの相対標準偏差が274 

あらかじめ設定した数値以下であること等により確認する． 275 

4.3. 結合量を指標とした比活性測定への応用例 276 

標的分子との結合量を指標に比活性を算出する場合，2.4.3.277 

に記した濃度測定法を利用して測定を行う．標準物質により作278 

成した検量線をもとに，試料溶液のレスポンスから標準物質に279 

対する相対力価を算出し，タンパク質濃度で除して比活性を求280 

める． 281 

システム適合性としてシステムの性能と再現性を確認する．282 

例えば，システムの性能は，リガンド固定化量が設定した範囲283 

内であること，検量線の相関係数又は決定係数が設定した数値284 

以上であること等により確認する．システムの再現性は，繰り285 

返し測定時のレスポンスの相対標準偏差が，あらかじめ設定し286 

た数値以下であること等により確認する． 287 

 288 

 289 


