
アプリケーションノート

遺伝子治療薬のタンパク質発現と効力試験の
新しいゴールドスタンダード

遺伝子治療薬の効力測定に優れた分析法が必要
革新的な遺伝子治療が患者に届かないという大きな課題
の一つとして、目的に即した効力測定法が存在しないこ
とが挙げられます。効力測定は、医薬品の分析プロセス
の中で最も重要な測定法の一つですが、最も複雑でリス
クの高い測定法であるとも言われています1-5。効力試験
は、「適切な臨床試験において意図された方法で製剤を
投与して得られ、適切に管理された臨床データによって
示される、特定の結果をもたらす製剤の効力」と定義さ
れ、プロセス開発試験、特性評価分析、QCリリース試
験、安定性試験、比較試験などに用いられます2。効力測
定は、定量的で、なおかつ用量反応性があり、十分に管
理されたものでなければなりません。作用機序が複雑で
あるため、遺伝子治療薬の効力測定には、感染性、導入
遺伝子のmRNAおよびタンパク質の発現量、生物学的活
性といった複数の相補的なアッセイを組み合わせたマト
リクスアプローチが必要です。

ELISA法はタンパク質の発現量解析における実績のある
アッセイ法ですが6、マトリックス効果による干渉やアッ
セイ開発が困難なこと、交差反応による分析対象物の過
大評価などの技術的な限界があります。ウェスタンブ
ロットは、再現性が低いこと、定量が難しいこと、大量
のサンプルを必要とすること、スループットが低いこと
といった問題があるにもかかわらず、依然として臨床試
験で使用されています7。 フローサイトメトリーはバック
グラウンド干渉8といった技術的制限があり、さらに検証
済抗体が不足しているため、GMP要件を満たすことが複
雑になる可能性があります。そして、PCR法ではタンパ
ク質の発現を完全には予測できません6。
結果として、タンパク質発現を定量するための新しい効
力測定法が求められています。製造プロセス開発の上流
および下流に導入可能な、効率的で簡便かつ低コストな
アッセイプラットフォームによる方法が理想的です9。

ELISAのQC標準グレードの定量性とウェスタン
ブロットの柔軟性の統合
Simple Western™は、分子量(MW) または 等電点分離
と、定量的なイムノアッセイを組み合わせたキャピラ
リー電気泳動（CE）プラットフォームです。高い再現性
と特異性でタンパク質発現を定量でき、QC標準グレード
の効力測定の次世代ゴールドスタンダードとして位置づ
けられます。ウェスタンブロットの柔軟性と特異性を
ELISAのQC標準グレードの定量性と組み合わせたSimple 
Westernでは、複雑なサンプル（例えば組織ホモジネー
ト）内の特異的な測定に理想的です。また、ELISAでしば
しば問題となるマトリックス効果の影響を受けずに、細
胞内タンパク質発現を分析できます。

Simple Westernは、検証済みの抗体1種類だけを必要と
し、トータル3時間という迅速な分析時間のアッセイプ
ラットフォームのため、ELISAのような複雑なアッセイ開
発を行うことなく、前臨床からGMPへのスケールアップ
まで、医薬品開発を迅速化します。さらに、遺伝子治療
薬開発において、Simple Westernはマルチ特性解析法と
して、タンパク質発現量の定量による効力アッセイにと
どまらず、純度、力価、中空(Empty)/完全粒子(Full)、カ
プシドタンパク質比などの定量的な重要品質特性(CQA)モ
ニタリングにも使用できます10-15。 

このアプリケーションノートでは、ヒトの培養細胞への
AAVを用いた遺伝子を導入する際の、Simple Westernに
よる平行線検定(PLA)を用いた相対効力測定法について述
べます。実施した内容は以下の通りです:

• 高い特異性と5%未満のCVを実現したAAVセロタイ
プ間のタンパク質発現量分析による相対効力測定

• 組み換え体を用いた標準検量線による、AAV導入細
胞での絶対的タンパク質発現定量

• 感染性の代用指標として、AAV導入細胞内の残存カ
プシドタンパク質の検出

Simple Western™: マルチ特性分析プラットフォームによる、QC標準グレード
のタンパク質発現の定量

https://www.bio-techne.com/research-areas/cell-and-gene-therapy?pdfSource=true_ an-simple-western-relative-potency-assay
https://www.bio-techne.com/research-areas/cell-and-gene-therapy?pdfSource=true_ an-simple-western-relative-potency-assay
https://www.bio-techne.com/instruments/simple-western?pdfSource=true_ an-simple-western-relative-potency-assay
https://www.bio-techne.com/instruments/simple-western/simple-western-assays-charge-based-separation?pdfSource=true_ an-simple-western-relative-potency-assay
https://www.bio-techne.com/resources/literature/matrix-effect-tissue-homogenate-simple-western?pdfSource=true_ an-simple-western-relative-potency-assay
https://www.bio-techne.com/resources/literature/aav-impurities-ultrasensitive-detection-simple-western?pdfSource=true_ an-simple-western-relative-potency-assay
https://www.bio-techne.com/resources/literature/lentiviral-vector-analysis-cell-and-gene-therapy-made-simple?pdfSource=true_ an-simple-western-relative-potency-assay
https://www.bio-techne.com/instruments/simple-western/quantify-content-ratio-in-aav-samples-with-simple-western?pdfSource=true_ an-simple-western-relative-potency-assay
https://www.bio-techne.com/instruments/simple-western/quantify-content-ratio-in-aav-samples-with-simple-western?pdfSource=true_ an-simple-western-relative-potency-assay
https://www.bio-techne.com/resources/literature/aav2-vp-protein-standards-quantifying-capsid-protein-ratio-western-blot-and-simple-western?pdfSource=true_ an-simple-western-relative-potency-assay


釈しました。Simple WesternのJess™のデフォルト設定
で、個別に0.1 mg/mLに調製したサンプルを用いてアッセ
イを3回実施し、相対効力を評価しました。ここで
は、AAV9をレファレンス材料、AAV2を試験材料として
選びました。GFPおよび総タンパク質は、それぞれ
RePlex™アッセイのプローブ1およびプローブ2で検出しま
した。

平行線検定 (PLA)
平行線検定法による相対効力の評価には、総タンパク質に
よるノーマライゼーション前後のデータを使用しまし
た。GraphPad Prismによる平行線検定法の詳細について
は付録を参照ください。

タンパク質発現の絶対定量
GFPタンパク質を絶対定量するために、組み換えGFP
(rGFP)を連続3倍で5 ng/mLから0.06 ng/mLまで希釈
し、AAV2またはAAV9を導入した細胞と同じく、Simple
Westernで分析しました。分析結果として得られた各rGFP
のピーク面積と濃度を対数変換後にプロットし、1/y2重み
付けを用いた回帰分析することで標準検量線を作成し、遺
伝子導入細胞におけるGFPの発現量を絶対定量しました。
全てのサンプルで2重分析を行いました。

細胞内のAAV VP1/VP2/VP3の検出
細胞内のAAV検出に使用した材料を表2に示します。全て
のサンプルは、70 °Cで10分間熱変性した以外は、66-440
kDa Separation Moduleの製品添付文書に記載された方法
に従って調製しました。抗VP1/VP2/VP3抗体はAntibody
Diluent 2で20 µg/mLに希釈し、抗マウスHRP二次抗体は
Antibody Diluent 2で1Xにしました。サンプルロード時間
を6秒に調整した以外は、Simple WesternのJessでデフォ
ルト設定のまま、全てのサンプルを2重分析しました。

表2. VP1/2/3検出に使用した材料
製品名 メーカー 製品番号

12-230 kDa Separation Module

Bio-Techne

SM-W004

EZ Standard Pack 2 PS-ST02EZ-8

Anti-Goat Detection Module DM-006

Total Protein Detection Module DM-TP01

RePlex™ Module RP-001

Recombinant Jellyfish GFP Protein NBC1-22949

Anti-GFP Antibody AF4240

AAV2/9 with CMV-GFP and empty Virovek N/A

製品名 メーカー 製品番号

66-440 kDa Separation Module

Bio-Techne

SM-W008

Goat-Anti-Mouse-HRP Antibody 040-655

Streptavidin-HRP 042-414

Luminol-S 043-311

Peroxide 043-379

Antibody Diluent 2 042-203

Anti-AAV VP1/VP2/VP3 Antibody PROGEN 690058S

AAV2 vector stock Virovek N/A

GFP導入細胞で直接GFPを測定し、総タンパク質ノーマラ
イゼーションを行うことで、AAV2がAAV9よりも有意に
高い効力を持つことを示しました、またフローサイトメト
リーよりも10倍高感度で再現性が向上し、ELISAよりも特
異性が高くまたマトリックス効果も少ない16、高い定量の
ある測定が可能なことも示しました。

材料と方法
タンパク質発現相対効力アッセイ
アッセイに使用した材料を表1に示します。血清型AAV2
とAAV9を、AAV 遺伝子治療の in vivo 効力アッセイに使
われているヒト肝癌細胞（HepG2肝細胞株）17への遺伝子
導入に使用しました。これらのベクターは、HepG2細胞
にレポーターであるGFPを導入し、CMVプロモーターに
よってGFP発現するように設計されたものです。レポー
ターはCMV-GFP導入遺伝子を挟む相同性配列のないラン
ダムゲノムインテグレーションによって、HepG2細胞へ
のAAVによる遺伝子導入が確立されたものです。

ヒト肝細胞へのAAVによる遺伝子導入
HepG2細胞は、CMV-GFP遺伝子を持つAAV2または
AAV9ベクターにより、細胞あたり1 x 106、2 x 105、4 x 
104、8 x 103、1.6 x 103、3.2 x 102、および6.4 x 101ベクター
ゲノム/細胞 (vg/cell) の7段階濃度（それぞれデュプリ
ケート）で遺伝子導入しました。ネガティブコントロール
にトランスジーンを持たないAAV2とAAV9を使用しまし
た。遺伝子導入後48時間で、各バイアルから6 x 106細胞を
回収し、3本のエッペンドルフチューブに分けました(1本
あたり2 x 106細胞)。細胞を1000 x gで2分間遠心し、上清
を除去した後、1 mLのPBSで洗浄しました。再度1000 x g
で2分間遠心し、上清を除去した後、チューブをドライア
イス上に10分間置き、細胞を瞬間凍結し、-80℃で保存し
ました。

Simple Westernでの分析
全てのサンプルの調製は、12-230 kDa Separation Module
の製品添付文書に記載されている方法に従って行い、抗
GFP 抗体は、Milk-Free Antibody Diluentで20 µg/mLに希

表1. 相対効力試験に使用した材料
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図 1. アッセイの対数線形範囲の決定

AAV2（丸）およびAAV9（四角）で遺伝子導入したHepG2細胞の
細胞ライセートを、最終濃度1 mg/mL（塗りつぶし）、0.1 mg/
mL（斜線）、および0.01 mg/mL（空）で分析した。導入遺伝子
GFPの発現のピーク面積は抗GFP抗体で測定した。

Simple Westernを用いたタンパク質発現量の相対効力測定の結果

アッセイの対数線形範囲の決定
最初に、シグナル面積と濃度を対数変換後、それらの間に
直線的な関係が得られるレファレンスサンプルと評価用サ
ンプルの適切な濃度を決定しました。この時、AAV2を試
験試料、AAV9をレファレンス試料としました。

AAV2またはAAV9を1 x 106から6.4 x 101まで、5倍連続希
釈の濃度で遺伝子導入したHepG2細胞ライセート
を、1、0.1、および0.01 mg/mLの濃度で分析しました。
抗GFP抗体を用いてこれらのサンプルをJessで分析した結
果、AAV2導入細胞のGFP発現量は1 mg/mLで飽和に達し
た（図1、上段）一方で、AAV9導入細胞では低濃度では
非常に低いGFP発現シグナルでした（図1、中段）。細胞
ライセート濃度が0.1 mg/mLの時、GFP発現量はAAV2で
は6.4 x 101から8 x 103 vg/cell、AAV9では1.6 x 103から1 x 
106 vg/cellまで直線的に変化しました（図1、下段）。

これらの結果に基づいて、AAV2およびAAV9によって遺
伝子導入された細胞の、細胞ライセート濃度0.1 mg/mL
での相対効力を評価しました。AAV2では6.4 x 101～4 x 
104、AAV9では1.6 x 103～1 x 106のウイルス力価を使用
し、5段階の濃度で評価しました。

AAV2およびAAV9の相対効力の測定
前述で決定した0.1mg/mLの細胞ライセート濃度で、遺伝
子導入した肝細胞のGFP発現量をSimple Westernで分析し
たところ、AAV2では力価4 x 104 vg/cell以上で最大のGFP
発現量が、AAV9では力価1 x 106 vg/cell以上で最大のGFP
発現量が得られました (図2A)。これらの結果は、同時間
にサンプリングした細胞のフローサイトメトリー分析と一
致しており、AAV2による遺伝子導入はAAV9よりも有意
に高いGFPの発現をもたらしました(図2B)。フローサイト
メトリーでは、AAV9で少なくとも4.0 x 104 vg/cellの力価
が必要であるのに対して、Simple Westernはより高感度
で、わずか1.6 x 103 vg/ cellのAAV9導入細胞でもGFPを検
出できました。本条件下では、Simple Westernによる検出
は、フローサイトメトリーよりも10倍高感度でした。

JessのRePlex機能を使い、プローブ1では抗GFP抗体によ
る免疫検出を行い（図3、緑）、RePlexのプローブ2では
総タンパク質を検出し、ノーマライゼーションを行いまし
た（図3、青）。これを個別に調製したサンプルで3回繰り
返し、後述の平行線検定法を用いて相対効力を算出しまし
た。
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図 3. AAVを介して導入した、GFP遺伝子の発現量の総タンパク質検出によるSimple Western解析

AAV2（上図）とAAV9（下図）を連続希釈してGFP遺伝子を導入した、肝細胞の細胞ライセートのSimple Western分析から得られたエレクトログラムを重ねたも
の。RePlex機能のProbe 1（緑）では抗GFP抗体で免疫検出を行い、Probe 2（青）で総タンパク質を検出した。

図 2. AAVを介して導入した、GFP遺伝子の発現量のSimple Western(A)およびフローサイトメトリー(B)での解析

(A）AAV2（緑丸）またはAAV9（白四角）による遺伝子導入後48時間で瞬間凍結した細胞ライセート（0.1 mg/mL）のGFP発現量をSimple Westernで測定した。
(B）同じ48時間後のサンプリングで、GFP陽性細胞の割合（GFP+ %）をフローサイトメトリーで測定した。
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図 4. タンパク質発現相対効力を計算するための、Simple Western平行線検定

GFPピークのRaw面積（上）および総タンパク質でノーマライズしたピーク面積（下）をAAVの力価の対数でプロットした。AAV2濃度の最も高い2点
を削除し、GraphPadで解析（付録参照）すると、線形回帰の傾きに有意差はなかった。

Rawデータ 総タンパク質ノーマライゼーション後

Run 1 1423 1597

Run 2 1451 1614

Run 3 1481 1743

Mean 1452 1651

%CV 2.0% 4.8%

相対効力は、個別に調製したサンプルを用いて行った3回のSimple 
Westernアッセイから評価した。総タンパク質ノーマライゼーション前後
の値は、GraphPad Prism（付録参照）を使用した平行線検定法により算出
した。

力はそれぞれ1452および1651でした(表 3)。タンパク質発
現データのノーマライゼーションは、分母にハウスキーピ
ングタンパク質を使用するよりも、総タンパク質の方が信
頼性が高いことが報告されています18。Simple Westernに
よる相対効力の定量は再現性が高く、アッセイ間のCVは
総タンパク質ノーマライゼーション前後でそれぞれ
2.0%、および4.8%でした（表3）。

表 3. AAV9に対するAAV2の相対効力

平行線検定 (PLA)
相対効力は、平行線検定法（図4）を使用して、前述の
Simple Western測定結果（図3）をもとに算出しました。
平行性を評価するには、サンプルごとに最低3点のデータ
ポイントが必要です。最も高濃度のAAV2は、アッセイ開
発の初期段階に、アッセイ範囲の上限を超えていたため解
析から除外しました。得られた直線を比較すると、2つの
線形回帰の傾きに有意差は認められず、相対効力の平行線
検定が可能でした（図4）。GraphPad Prismを用いた平行
線検定の方法については付録を参照。

AAV9に対するAAV2の相対効力を各アッセイで算出
し、3回のアッセイの平均値とアッセイ間変動係数（CV）
を計算しました（表 3）。Simple Westernでは、過去の報
告例と同様17、HepG2細胞の遺伝子導入においてAAV2が
AAV9よりも有意に強力なセロタイプであることが確認さ
れ、総タンパク質ノーマライゼーション前後の平均相対効
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AAV導入細胞における発現タンパク質の絶対定量

図 5. AAV導入肝細胞におけるGFP発現量の絶対定量 

AAV9力価が1.6 x 103 vg/cell以下の遺伝子導入細胞では、GFPの発現は検出できなかった。エラーバーは、平均値の標準誤差を示す。

AAV導入細胞における導入されたGFP発現タンパク質濃
度を絶対定量するために、AAV導入細胞サンプルと同
じアッセイで分析した精製組み換えGFP（rGFP）の連
続希釈系列を調製しました。各rGFP濃度とピーク面積
を対数変換し、それらを1/y2重み付けを用いた回帰分析
することで標準検量線を作成し、その検量線を用いて
AAV導入サンプル中のGFP濃度を定量しました（図
5B）。予想通り、AAV2で得られたGFP絶対濃度は3913 
ng/mLと、有意に高い値を示しました(表4および図5C-
D)。また、1細胞あたりのGFP絶対発現量を計算する
と、AAV2ウイルス導入後の濃度は、1～196 fg/cellでし
た（表4および図5D）。

AAV力価 AAV2-遺伝子導入細胞 AAV9遺伝子導入細胞
vg/cell GFP ng/mL GFP fg/cell GFP ng/mL GFP fg/cell

1.0 x 106 3913 196 239 12

2.0 x 105 3579 179 63 3

4.0 x 104 3593 180 14 1

8.0 x 103 1950 97 3 0

1.6 x 103 697 35 ND

3.2 x 102 134 7 ND

6.4 x 101 30 1 ND

表 4.  GFP発現量の絶対的な定量

AAV9力価が1.6 x 103 vg/cell以下の遺伝子導入細胞では、GFPの発現は検
出できなかった(ND)。
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感染性代替指標としての遺伝子導入細胞における細胞内AAVカプシドタンパク質のスクリーニング

図 6. AAV感染価の代替法としての遺伝子導入肝細胞における細胞内VP1/2/3の検出

抗VP1/2/3抗体を用いて、未処理HepG2細胞細胞ライセート（図上）で5倍希釈して調製したAAVベクター、および20倍希釈したAAV2遺伝子導入HepG2細
胞細胞ライセート（図下）のSimple Western分析。AAV2 stockのVP3ピーク面積をAAV2 stockの濃度別にプロットして検量線を作製し（上部挿入図）、こ
の検量線を用いて遺伝子導入した細胞中のAAV2を定量し、希釈率で補正して用量別にプロットした（下部挿入図）。AAV9で遺伝子導入した細胞で、抗
VP1/2/3抗体によるシグナルは検出されなかった（データは示さず）。

絶対定量した結果、AAV2濃度は1.67 x 1010～8.41 x 1011 
VP/mL（希釈率で補正）となり、遺伝子導入に使用した
ウイルス量と直接相関していました（図6、下挿入図）。

TCID50アッセイは感染価の測定に使用されますが、信頼性
に欠け、スケールアップも容易ではありません。少なくと
も、本試験はAAV感染価の代替法として、またTCID50

アッセイに代わる迅速なマルチ特性分析法として、Simple 
WesternがAAVベクター導入細胞内のAAVベクター発現
タンパク質を絶対定量するために使用された最初の例で
す。残存するAAVカプシドタンパク質は免疫原性を持
ち、AAV遺伝子治療薬投与後の患者の安全性に影響を及
ぼす可能性があるため、AAVのin vivo残存性は臨床的に
重要です。

ここでは、Simple Westernを用いて遺伝子導入細胞にお
けるAAVカプシドタンパク質の残存性を検出できるかど
うかをテストしました。精製AAV2をHepG2ライセート
で連続希釈し、調製したものをポジティブコントロール
として使用し、抗VP1/2/3抗体で分析しまし
た。VP1/2/3に対応する明確なシグナルが検出され、ベ
クター濃度の低下に伴いシグナルが減少しました（図6、
上）。AAV2の濃度とVP3のピーク面積を対数変換し、1.3 
x 109から5.0 x 1010 VP/mLまで、1/y2重み付けを用いた回
帰分析することで標準検量線を作成しました(図6、上挿入
図)。次に、高いAAV2力価4濃度で遺伝子導入した細胞 
(図1、8 x 103～1 x 106 vg/cell)を抗VP1/2/3抗体で分析
したところ、AAV2 stockコントロールと同様のVP1/2/3
の分離プロファイルを得ました(図6、下)。最後に、検量
線とVP3ピーク面積を用いて、導入細胞中のAAV2濃度を
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目的に沿った効力測定法
本稿では、Simple WesternがAAVの相対効力を評価する
ための、特異的で再現性の高い定量ツールとなることを示
しました。AAV2とAAV9のセロタイプ間の相対効力
は、Simple WesternのRePlex機能を用い、同一キャピラ
リー内で自動検出された総タンパク質量でノーマライズし
たGFPトランスジーンの発現を測定することで評価しまし
た。これまでの報告と同様、AAV2がAAV9よりも有意に
強力なセロタイプであることをSimple Westernでも証明で
きました。Simple Westernのアッセイは定量的で再現性が
高く、個別に調製した3つのサンプルで実施した3回のアッ
セイ間でCV＜5％でした。

Simple Westernで得られた結果では、AAV2がAAV9より
も強力な遺伝子導入とGFP発現を示し、フローサイトメト
リー分析とも一致していました。一方、今回試験した条件
下では、Simple Westernはフローサイトメトリーよりも10
倍以上高感度でした。Simple Westernには、フローサイト
メトリーでは困難な細胞内タンパク質を検出できるという
特長もあります。さらに、Simple Westernでは検量線を作
製して、細胞内タンパク質の絶対発現量を直接測定するこ
ともできました。

Simple Westernは、種々の複雑なサンプルマトリックスに
対応し、マトリックスの影響を最小限に抑えることができ
るため16、ベクターを介したタンパク質発現を定量する遺
伝子治療薬の効力アッセイに適したツールです。従来の
ELISAやウェスタンブロット法と比較して、Simple 
Westernはタンパク質の必要量が大幅に少なく、貴重な組
織サンプルを節約することができます。また、Simple 
Westernは自動化されているため、複数施設間での標準化
が容易で、スループットも向上します。従って、実験サン
プル数を増やし（反復）たり、実験を繰り返す（複数回）
ことで、精度をさらに高めることもできます。

ウイルスベクター特性解析と製造のための多目的
プラットフォームの導入
Simple Westernは、どのような抗体でも検出に使用できる
オープンなイムノアッセイプラットフォームで、カスタム
アッセイの開発に必要な検証済み抗体は1つだけでよいと
いう利点があります。これによりSimple Western装置1台
で、さらには同じSimple Westernラン内で複数の特性分析
が可能になります。Simple Westernは、単一のプラット
フォームで、ベクター特性解析のための複数のCQA項目
を測定できます。それは、効力に加え、以下が含まれま
す:

• 純度と同一性

• 中空/完全粒子

• AAVカプシドタンパク質比 (VP1:VP2:VP3)
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付録
GraphPad Prismによる平行線検定と相対効力
ここでは、GraphPad Prism解析ソフトを使用した平行線
検定法による相対効力の求め方を、段階的に説明しま
す。この平行線検定法は、ワクチン開発のような、遺伝
子治療以外の応用でも、相対効力を計算するために使用
されます。

1. XYファイルを作成し、適切なYオプションを選択し、Createをクリックします。

一目でわかる相対効力の決定法

• すべてのデータを対数に変換します。

• 線形回帰フィットを適用します。

• AAV9（リファレンス）とAAV2（テスト）の線形回帰
式を決定します。

• ソフトウェアが、傾きが等しいかどうか、平行かを判
断します。

• Y値に対応するX値を求めます。

• 以下の手順でX 値から相対効力を決定します:

a. log(X) 値を10のX乗のべき数として計算します。

b. リファレンス＝リファレンスX値/リファレンスX値

c. テスト=リファレンスX値/テストX値

その他の詳細とスクリーンショットを以下に示します。



2. 「Data Tables」の「Data 1」にリファレンスデータとテストデータをペーストします。

*レプリケートが同じ列に並んでいることを確認します。

3. データを入力後、「Analyze」ボタンをクリックします。 　　　　　　　　　　

「Analyze Data」ウィンドウで「Transform」を選択します。「OK」をクリックします。



4. 「Parameters: Transform」ウィンドウ内で、「Transforms X and Y values using X and Y=Log(X or Y)」

にチェックを入れます。 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

「New Graph」の「Create a new graph of the results」ボックスも選択します。

「OK」をクリックします。  



5. ナビゲーションツリーの「Results」内の「Transform of Data 1」に、変換されたデータテーブルが表示されます。 

「Analyze」ボタンをクリックし、「Simple Linear Regression」を選択します。

「OK」をクリックします。



6. 「Parameters: Simple Linear Regression」ウィンドウ内で、「Compare」オプションにチェックを入れます。 

「Also Calculate」ボックスにチェックが入っていることを確認します。

「OK」をクリックします。



7. ナビゲーションツリー内の「Results」の「Simple linear regression」に線形回帰の
結果が表示されます。

「Tabular results」タブ内の「Equations」項目に、テストサンプルの相対効力
を評価するための線形回帰式が表示されています。



8. 同じ「Results」フォルダ内の「Are lines different?」タブで、リファレンスの傾きとテストの傾きが等しいか確認で
きます。

9. ステップ6の「Test whether the slopes and intercepts are significantly different」オプションをチェックしている
と、Prismソフトウェアは2つ以上の回帰直線の傾きを比較し、「Are lines different?」タブでこの解析の要約が表示され
ます。

傾きの比較
Prismソフトウェアでは、まず傾きを比較し、傾きが完全に同一である（線が平行である）という帰無仮説を検定するP値
（両側）を計算します。P値は次の問いに答えています: 

もし傾きが本当に同一であった場合、ランダムに選ばれたデータポイントが、得られたものと同程度に（またはそれ以上
に）異なる傾きを持つ確率はどれくらいか。 

P値が0.05未満の場合
P値が低い場合、Prismソフトウェアは2つの直線が有意に異なると結論づけます。この場合、切片を比較する意味はな
く、2つの直線の交点は次の通りです:

X = Intercept1 - Intercept2

Y = Intercept1 + Slope1 = Intercept2 + Slope2 · X

傾き比較のP値が0.05以上の場合
P値が高い場合、Prismソフトウェアは傾きに有意な差がないと結論し、すべての直線に共通の傾きを計算します。つ
まり、2つのデータセット間で傾きパラメータを共有することになります。

Slope2 - Slope1
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10.単純線形回帰式を使用して、リファレンスとテスト線形回帰曲
線の間で共通のY値を用いて、各回帰式からXを解くことで相対効
力を計算します。

reference test
Slope 2.097 2.036

Y-intercept 13.9 13.79

Rel Pot at log 5

log (X) -4.24416 -4.31729
power10 (X) 5.7E-05 4.82E-05

reference test
Rel Potency 1.00 1.18

11.以下の手順でX値から相対効力を決定します:

a. log(X)値を10のX乗のべき数として計算します

b. リファレンス＝リファレンスX値/リファレンスX値

c. テスト=リファレンスX値/テストX値
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