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はじめに 
生物製剤の品質をよりよく把握でき、同時にサンプル使用
を少なくできるとしたらどうでしょうか？ Stunnerは、高速
UV / Visスペクトル分析とDLS（ダイナミック・ライト・スカ
タリング）を組み合わせることにより、タンパク質のキャラ
クタリゼーションを次のレベルに引き上げます。微容量の
Stunner Plateを使用して、Stunnerはわずか1時間で96サ
ンプルの濃度と品質の両方を測定します。Stunner Plate
は2μLのサンプルを使用し、コンタミネーションや蒸発の
リスクがありません。高濃度サンプルをそのまま測定でき
るため、手動希釈によるエラーが発生しません。Stunner 
Plateにサンプルをピペットで移すか、ハイスループットが
必要な場合は、お気に入りの自動化システムにつないでく
ださい。必要に応じて、21 CFR Part 11 コンプライアンス
を追加してください。サンプルの数量と品質の測定値の同
期方法を選択します。

このテクニカルノートでは、Stunnerを使用することによ
り、追加設定せずに単一の実験で、タンパク質の濃度と
粒度分布を正確に測定する方法について説明します（図
1）。

タンパク質定量と品質管理のマッシュ
アップ
UV / Vis定量とDLS分析を同時に行うことができる最初
にして唯一のシステムで、生物製剤の全情報を取得でき
ます。Stunnerは、生物製剤を0.03-275 ODで測定し、より
正確な定量を可能にする波長特異的補正を行います。同
時に、DLSを使用して流体力学的直径を測定し、溶液中
の凝集物の存在を同定します。B22およびkDアプリケー
ションでサンプルの凝集傾向を決定することにより、最良
候補または製剤を最適化します。Stunnerの性能を活用し
て、Homebrewで独自のカスタムアプリケーションを作成
することさえ可能です。

Stunner:ワンショットでタンパク質濃度とサイジング測定

Stunnerアプリケーション
濃度、サイジング、多分散性
DLSは、溶液中のタンパク質および分子サイズを測定する
ための、高精度で広く使用されている方法です。Stunner
は、リゾチームのような小さなタンパク質でさえも0.1mg / 
mLで検出することができ、業界最高水準を満たしていま
す。DLSを使用して、分子の予想されるサイズと多分散性
を検証し、サンプルを汚染する可能性のある凝集物や不
純物を発見できます。

多分散性は、サンプルサイズ分布の不均一性の尺度で
す。溶液中の粒子のサイズが不均一である場合、高い多
分散指数が測定されます。低い多分散性値は、粒子サイ
ズがより均一であることを示します。UV / Visでタンパク
質濃度を測定すると同時に、サンプル品質の多分散性に
関する詳細情報を取得できます。

Figure 1: Stunner: タンパク質の定量とサイジングのための最強コンビ 
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方法：モノクローナル抗体（mAb 1）を、200mM NaCl（pH 
5.0、14 mg/mL）を含む30mMクエン酸緩衝液中で調
製した。治療用モノクローナル抗体（mAb 2）を、45mM
クエン酸―リン酸緩衝液（pH5.27、1mg / mL）中で調製
した。2μLの各サンプルを、Stunner Plateに三連ロード
し、UV / VisおよびDLSで測定し、各5秒の4回のDLS取得
を行った。

結果：mAb 1およびmAb 2のDLSデータおよび吸光度ス
ペクトルを図2に示す。タンパク質mAb 1は、単量体モノク
ローナル抗体の予想サイズを示し、狭い多分散指数<0.1
を有する（図2A）。mAb 2のDLSデータは、溶液中に小さ
い粒子サイズと大きい粒子サイズの両方の存在を示し、
これは0.1〜0.4の範囲の多分散サイズ分布と一致する（
図2B）。DLSが測定されると同時に、各サンプルの正確な
タンパク質濃度が報告される。 

高濃度IgGの定量
バイオ医薬品は、サンプルの粘度および濁度の上昇によ
り、高濃度で製剤されたときに定量が困難な場合があり
ます。Stunnerは、高い再現性とハイスループットを維持し
ながら、こういった課題を克服できます。Stunner Plateは、
独自機能により、ロックダウン時の精度と確度を備えてい
ます。Stunner Plateの各サンプルウェルには、パスの長さ
が0.1と0.7 mmの2つのマイクロキュベットが含まれてい
ます。これらの機能により、0.02〜200 mg / mLのタンパ
ク質からの大きなダイナミックレンジにわたる再現性のあ
る測定が可能になります。高濃度のタンパク質溶液は、一
般的には粘性です。Stunner Plateのマイクロ流体チャネ
ルは、40cPの粘度までのサンプルと互換性があります。

高濃度タンパク質はまた、凝集による溶液濁度のために
定量化において課題が現れることがあります。これを説明

するために、Stunnerに、波長（レイリー散乱）の関数として
の光散乱プロファイルの差を説明する波長固有のバック
グラウンド補正を適用します。このアプローチは、従来の
UV / Vis測定で達成される単一波長バックグラウンド減
算よりも優れています。

全UV / Visスペクトルは230〜750 nmで計測され、タ
ンパク質と核酸の定量のためのアプリケーションが組み
込まれています。 280nmまたは260nmで標準測定を行
うか、Unmixアプリケーションを使用して不純物のデコ
ンボリューションを行います。方法：モノクローナル抗体
を、pH6.0の10mMヒスチジン中で180mg / mLで調製
した。このストックを容積分析で希釈して、特定範囲の濃
度（180,150,120,90,60,30,10,3,1および0.3mg / mL）
で調製した。2μLの各サンプルを5回反復してStunner 
Plateにロードした。A280の古典的なタンパク質の適用
は、E1％値15を用いて選択された。

結果：mAb希釈系列を図3に示す。測定されたOD値を、標
的タンパク質濃度の関数としてプロットした。反復測定間
の小さな誤差および線形相関は、Stunner（275 OD）の上
限スペクトル限界においてさえ、良好な再現性を示す。

Figure 2: A: mAb1の強度分布および吸光度スペクトル（インセット）B：mAb2の強度分布および吸光度スペクトル（インセット）。各タンパク質の濃
度、Z平均直径、PDIが報告されている。
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kD（拡散相互作用パラメーター）
弱い非特異的相互作用は、溶液中のタンパク質の溶解性
および凝集傾向において重要な役割を果たすことが多い
です。拡散相互作用パラメーター（kD）はこれらの相互作
用を測定し、異なる製剤中のどのタンパク質が凝集する
可能性が高いかを決定するのに役立ちます。一番上のコ
ンストラクトや製剤を選択したら、このメソッドを使用して
さらに精製できます。1回の実験で、正確なタンパク質濃
度、kD、およびB22値を独立して測定することにより、コロ
イド安定性を確実に読み取ることができます。

方法：治療用モノクローナル抗体アダリムマブを、異なる
賦形剤（150mM塩化ナトリウム、150mMアルギニン、ま
たは150mMスクロース）を含むpH6.0の10mMヒスチジ
ン緩衝液中10mg / mLで調製した。希釈は、各条件につ
いて計8サンプル（10,8,6,4,3,2,1,0mg / mLタンパク質）
を1mg / mLまで調製した。2μLの各サンプルをStunner 
Plateで3連ロードし、B22＆kDアプリケーションを各5秒
の4回のDLS取得を使用して選択した。各サンプルの流体
力学的直径を測定した後、Stunner Analysisソフトウェア
は、溶媒の既知の屈折率を用いて拡散係数を計算する。
拡散係数は、280nmで測定されたタンパク質濃度の関数
としてプロットされている。次に、プロットの傾きおよび切
片を用いてkD値を計算する。

結果：賦形剤を含まない製剤にkDの強い正の値が観察さ
れ、サンプル中のタンパク質分子間の正味の斥力相互作
用を示した（図4）。スクロースを含む製剤はまた、水和促
進機構による糖溶質の既知のタンパク質安定化効果と一

Figure 3: Stunnerで測定した0.3~180 mg / mLのモノクローナル抗体のスペクトル結果。A：オーバーレイされた各mAb濃度の全スペクトル。B：標
的タンパク質濃度の関数としてプロットした平均OD値。灰色の領域はStunnerの線形範囲の上限を示す。 エラーバーは、5回の反復測定の標準偏差
を示す。

致する、同様の規模の正のkD値を示す1。一方、塩化ナトリ
ウムおよびアルギニンを含む製剤は、負のkD値をもたら
す。負のkD値は、タンパク質分子間の正味の引力相互作
用を示し、塩化ナトリウムはアダリムマブ系の凝集傾向に
最も大きな影響を及ぼす。一般に、塩化ナトリウムはタン
パク質の親水性表面上で優先的に相互作用し、タンパク
質分子間の電荷反発を最小限にすると認識されている1。
これは、溶液中でのタンパク質の自己会合、特に高濃度で
の自己会合をもたらす可能性がある。調剤賦形剤として、
アルギニンは、表面に露出したアミノ酸残基の性質によっ
て、タンパク質を安定化または不安定化する。この場合、ア
ルギニンは不安定化する賦形剤としての役割を果たし、ア
ダリムマブの優先的な自己会合をもたらす。

Figure 4: 異なる製剤における測定されたタンパク質濃度の関数とし
てプロットされた拡散係数。挿入表は、各条件について計算されたkD値
を示す。
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B22（第2ビリアル係数）
第2のビリアル係数または自己相互作用パラメーターは、
溶液中のタンパク質自己会合の熱力学的尺度です。単一
の実験で同じサンプルを使用して、正確な濃度とともにkD
とB22の両方の値を独立して測定し、サンプルの凝集傾
向の詳細情報を取得します。正のB22値は、タンパク質分
子間の正味の反発力を示す一方、負のB22値は、タンパク
質間の正味の引力相互作用を示します。ゼロまたはほぼ
ゼロのB22値は、中性相互作用を示します。

方法：B22値を測定するために、PEG40を参照標準とし
て使用する。PEG40の平均散乱強度を、DLSを用いて
Stunner Plateで測定した。アダリムマブは、異なる賦形
剤（150mM塩化ナトリウム、150mMアルギニン、または
150mMスクロース）を含むpH6.0の10mMヒスチジン
緩衝液中10mg / mLで調製した。希釈は、各条件につい
て計8サンプル（10,8,6,4,3,2,1,0mg / mLタンパク質）を
1mg / mLまで調製した。2μLの各サンプルをStunner 
Plateに3連ロードし、B22＆kDアプリケーションを各5秒
の4回のDLS取得を使用して選択した。Stunner Analysis
ソフトウェアは、各サンプルから測定された光散乱強度と
共に参照標準の平均散乱強度を使用して、各タンパク質
濃度のRθ値を計算する。線形一致の傾きは、B22を計算
するために使用する。UV / Visスペクトルは同時に測定さ
れるので、正確なタンパク質濃度をプロットしているとの
確信が得られる。

結果：賦形剤を含まない製剤において観察されたB22の
強い正の値は、タンパク質分子間の正味反発相互作用を
示唆する（図5）。この結果は、同じ条件で独立して測定さ
れたkD値と一致する（図4）。同様に、スクロースを含む製
剤は、正のB22値を示し、測定されたkD値と同様の傾向
を示す。アルギニンおよび塩化ナトリウムの両方を含む製

剤は、ほぼ中性のB22値を示し、塩化ナトリウムのB22値
は大きさが最も小さい。全体として、kD測定とB22測定と
の間の製剤シリーズのコロイド安定性の傾向は同様で、ス
クロースまたは賦形剤が最も安定した製剤であり、続いて
アルギニン、次いで塩化ナトリウムである。

Homebrew
Homebrewアプリケーションで独自の実験をデザインで
きます。設定のカスタマイズは、サイジング＆多分散測定、
モニターする特定の波長の選択、選択したバックグラウ
ンド補正方法の組み込み、および消光係数分析の選択に
よって可能です。追加データ処理は、ユーザ定義の方程
式を使用してHomebrew結果画面で可能です。Stunner 
Analysisは、反復平均濃度を計算することによって時間を
短縮でき、またこれをさらに進め、吸光度データに対して
あらゆる種類の数学的操作を実行できます。

方法：モノクローナル抗体を、0.1％ポリソルベート80
（PS 80）有りおよび無しで、pH 6.0の10mMヒスチジン
緩衝液中10mg / mLで調製した。3.5mLのタンパク質
溶液を含む別々のサンプルバイアルをVWR Analogボ
ルテックスミキサーにロードした。サンプルを周囲温度
で最高速（10）で混合し、サンプルバイアルを異なる時点

（20,30,120,180分）で取り出した。ボルテックス混合に
よってストレスを受けない対照mAb溶液も調製した。サ
ンプルを測定前に4℃で保存した。2μLの各サンプルを
Stunner Plateに3連ロードし、各溶液の吸光度スペクトル
およびDLSを、各5秒の4回の取得を用いて測定した。凝
集指数は、以下の式を使用してHomebrewアプリケーショ
ンの各サンプルを計算した：2

Figure 5: 異なる製剤における測定されたタンパク質濃度の関数として
の散乱強度。挿入表は、各条件の計算されたB22値を示す。

Figure 6: ボルテックス混合時間の関数としてプロットされたPS 80の
有無にかかわらず、製剤に調製されたmAbの凝集指数。エラーバーは3
連測定の標準偏差を示す。OD350の増加と相関する、PS 80なしの製剤
については、より高い濁度が観察された。 
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結果：各製剤の凝集指数を図6に示す。界面活性剤を含ま
ない製剤のタンパク質（－PS 80）は、ボルテックス混合ス
トレス下で有意に凝集する。0.1％PS 80の添加は、タンパ
ク質の凝集を防ぎ、この製剤の凝集指数（+ PS 80）が無
視できる程度に増加した。120分および180分間混合さ
れたサンプルは、目に見えて濁って、直径が数百nmほど
の溶液中に大きな粒子が存在することを示唆した。DLSと
吸光度は同じサンプルセットで1回の実験で測定すること
ができるため、吸光度から計算された凝集指数値はDLS
粒子サイズ測定（表1）によって確認された。ボルテックス
混合後の（-PS 80）製剤の大きな流体力学的直径および
高いPDI値は、溶液中の大きな粒子の存在を意味する。

Formulation Conc (mg/mL) Aggregation Index Z. Ave. Diam (nm) PDI

− PS 80 (0 min) 9.21 0.36 11.6 0.100

− PS 80 (180 min) 9.20 3.76 354.6 0.227

+ PS 80 (0 min) 9.78 0.25 11.1 0.067

+ PS 80 (180 min) 9.83 0.38 11.1 0.087

Table 1: ボルテックス混合ストレス後のPS 80を含むか含まない2つの製剤中のmAbの比較。タンパク質濃度、サイジング、および凝集指数測定に対
する、3連反復の平均値を列挙する。

結論
Stunnerは、1つのプラットフォームで濃度と安定性の測定
を定量化するために、UV / Visスペクトル分析とDLSを組
み合わせています。Stunnerの独特な特徴は、わずか2μL
のサンプルを使用して、高濃度サンプルを測定し、ハイス
ループット、無希釈、かつ再現性のある方法で粒子品質
を追究できることです。B22およびkDのような他の測定値
を、コロイド安定性を評価し、異なる候補または製剤の凝
集リスクを比較するために、並行して取得できます。Stun-
nerは、低濃度から高濃度のサンプルと粒径分布の同時
定量を可能にする最初かつ唯一のシステムであるため、よ
り少ないサンプルでより多くの情報を取得できます。
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