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タンパク質安定性評価装置の女王 Auntyのご紹介 
はじめに
Auntyは高速かつハイスループットを誇るタンパク質安
定性評価のプラットフォームです（図1）。その他の安定性
評価方法にはそれぞれ欠点があります。つまり、評価に時
間がかかるものや、安定性に関する情報のすべては得ら
れないもの、たくさんのサンプル量が必要なもの、などで
す。Auntyはそれら課題を突破し、驚くべきスピードで決定
的なデータを量産することができます。Auntyは蛍光をフ
ルスペクトルで測定するので、自家蛍光、標識試薬の蛍光
いずれもサンプルの融解温度を測定するのに利用できま
す。静的、動的光散乱（SLS＆DLS)は同時に測定され、熱
を加える前、加熱中、加えた後の凝集を高感度で検出しま
す。このように、Auntyは蛍光、SLS、DLSを連携させて熱
安定性の全体像を導き出します。

サンプル使用量を最低限に抑え、スループットを最大化
することはバイオ医薬品特性評価ワークフローの主要な
ゴールの一つです。Auntyは実験中、96サンプルを1分毎
に測定し、サンプル当たり、わずか8 μLしか必要としませ
ん。SBSフォーマットプレートの96個のクォーツ製ウェル
は、オートメーションフレンドリーで、申し分ない光学系の
パフォーマンスを示します。 その上、クォーツガラスはほ
ぼ全ての化学物質に適合しています。サンプルをロードし
た後にウェルをシールすることで、サンプルを密封し、汚染
を防止します。サンプル種によりますが、25 μg/mL から 
300 mg/mLの範囲のサンプルを、１つのプレート、１回の
実験で測定できます。温調機能(15–95 °C)と、密封され
たサンプルによって、フレキシビリティを犠牲にすることな
く前例のない解像度でデータを取得します。また、0.1–10 
°C/分の範囲で上昇させたり、数時間ないし数日間一定
の温度にすることで、長期保存試験の加速試験を行う
ことができます。1つまたは複数のサンプルに対して、蛍
光、SLS、DLSは同時に、または別々に測定することができ
るため、実験はユーザーニーズに合わせて設計が可能で
す。実験が終われば、グラフの重ね合わせや結果の比較な
どによって、得られた情報からサンプルのコンストラクト、
修飾、複合体形成、条件、剤形に対する安定性に対し、正
しい結論を導くことができます。

このアプリケーションノートでは、タンパク質やウイルスベ
クターでカギとなる安定性評価において、Auntyのフルス
ペクトル蛍光測定、際立ったパフォーマンスのSLS、ISO準
拠のDLSをどのように使うか、ご紹介します。

1.	Thermal	ramp																									
(Tm	&	Tagg)

タンパク質を加熱すると、一般的には変性、アミノ酸の再
構成が起こります。これにより、トリプトファン残基、チロシ
ン残基の蛍光特性が変化する傾向があります。タンパク質
の持つ自家蛍光を追跡することにより、タンパク質のコン
フォメーション安定性をモニターし、融解温度（Tm）を求め
ることができます。この指標は異なる剤形、コンストラクト、
変異体、さらには複合体の安定性の順位付けにも活用で
きます。

タンパク質は熱ストレスによって凝集する傾向があります。
凝集はよく変性と並行して起こり、常にではありませんが、
おおむねこれらの現象は関係しています。SLSは昇温中の
凝集を即座に検出できる、高感度な手法です。タンパク質
の変性と凝集を同時にモニタリングすることは、効果的な
熱安定性のスクリーニングのカギであり、開発可能性の評
価を加速し、臨床現場に患者さんの命を救える新規の治
療法を届けるまでの時間短縮につながります。

Auntyのプレートベースの安定性スクリーニングは非常
に優れています。昇温実験中、96サンプルは1分ごとに測
定され、サンプル当たり必要量はわずか8 μLで、タンパク
質濃度も25 μg/mLと低濃度で高感度に測定ができる
ので、タンパク質の変性や凝集に関する情報を網羅する
ことができます。トラスズマブの1 mg/mLと25 μg/mL 
のPBS溶液は同等のTm、それぞれ 71.1と70.3 °C、を示

図1：Auntyはとてもフレキシブルにニーズに対応でき、オートメーション化
も可能なプレートベースの安定性評価プラットフォームです。
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しました（図2）。凝集開始の温度Taggは25 μg/mLで1 
mg/mLよりも低い値を示しました（76、79.1 °C）。 最終
的なSLS強度は1 mg/mLのサンプルで高値を示しました
が、このmAbのこの条件では、高濃度の方が凝集が開始
するまでは遅いため、凝集しにくく、いったん凝集が始まる
とより大きな、あるいはより多くの凝集体が生じることが
示唆されました。

2.	 Sizing	&	polydispersity
目的のバイオ医薬品やその他の薬剤が正しいサイズであ
るかどうかを確認することは重要です。小さい粒子は汚染
物質や分解物、不純物の存在を示唆し、大きな粒子は凝
集体の可能性があります。サイズ測定法によっては、サンプ
ル内に存在する全範囲の粒子の測定ができないものもあ
ります。ほとんどの可溶性タンパク質のサイズは直径1-20 
nmの範囲に、ウイルスは20-100 nm、ナノ粒子は様々な
サイズを取ります。AuntyのDLSはタンパク質凝集体検出、
また遺伝子治療用ウイルスベクターが正しいサイズにある
かを確認する、高速、高感度、信頼のある手法です。最も優
れているのは、0.3-1000 nmの範囲の粒子を測定でき、
多目的に使用するのに十分な測定範囲である点です。

3種類のNISTポリスチレン製標準ビーズに対して、それぞ
れ平均直径で22、102、512 nmと求められました。これ
らの値は、製造元より提示されている、それぞれ21-25
、90-104、503-517 nmのサイズ範囲内の値です（図3）
。 全サンプルのPDIは≤0.1であり、単分散であることを示し
ています。

図2：1 mg/mL （青）と25 μg/mL（緑）の濃度に調整したトラスズマブ
のPBS溶液をAuntyのTm & Tagg アプリケーションにて25から95 °Cに
昇温させ、その間蛍光（ドットのプロット、左軸）とSLS（三角形のプロッ
ト、右軸）を測定しました。測定は30秒間隔に行いました。Tm （実線）と
Tagg（点線）は2回繰り返し測定の平均を示しています。 

図3: 20 nm（緑）、100 nm（青）、500 nm（グレイ）のポリスチレンビーズを 1:100、 1:500、 1:1000に希釈してAuntyの「Sizing & polydispersity」アプリケ
ーションにて、25 °C、 4秒、5回取得の条件で測定した結果。自己相関関数（左）、散乱強度分布（中央）、質量分布（右）。グラフは3回繰り返し測定の代
表。
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3.	 Thermal	ramp																											
(Tm	&	Tagg	including	
sizing)

Auntyの蛍光とSLS、DLSを昇温実験において、96ウェ
ルプレートで実行すれば、Auntyは安定性プラットフォー
ムとして真価を発揮します。正確性と再現性は労なく得
られ、Auntyの比類のない解像度で全ての安定性の全体
像を得るのに必要な情報を全て得ることができます。どん
なにわずかな情報しか得られていなかったタンパク質で
も、Auntyは必要以上のものを示してくれます。
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NIST mAbタンパク質は抗体の特性評価法のパフォ
ーマンスを評価するのに使用する、リファレンス物質で
す。AuntyはpH6.0の、12.5mMのL-ヒスチジン、12.5mM
のヒスチジン塩酸塩水溶液に1 mg/mLの濃度で調整し
たNISTmAbに対して、69.7、83.5 °C の2つのTmを特定
しました（図4A）。これらの値は発表されている示差走査
熱量測定（scanning calorimetry : DSC） で求めたTm
である69.2、83.1 °Cと0.5 °C以内の差しかありません1。
ほとんどのタンパク質は昇温中に凝集するのに対し、NIST 
mAbのSLS強度は有意な上昇を示さず、本条件では昇温
中の凝集が生じていないことが示唆されました。Auntyは
SLSとDLSを並行して測定するので、このような結果に対
して直交的な見方を与えてくれます（図4B）。抗体の流体
力学的サイズは80 °C付近から上昇を開始しますが、わず
か５nm程度の増加しか示していません。タンパク質凝集
体は数100nmオーダーにもなること、またTm2に一致す
る温度で生じていることからも、ここで見られたサイズ上昇
は、変性によるもので、凝集のものではないと思われます。
正確に複数の検出法を、96サンプルに適用させることがで
きる点において、Auntyは最速、最大スループットの安定性
プラットフォームの一つと言えます。

4.	 Thermal	ramp																									
(Tm	&	Tagg	with	reporter	
dye)

タンパク質の中には、蛍光性の残基を持っていなかった
り、またはその蛍光を環境が消光してしまうような場合
があります。そのようなケースでは、安定性評価のため
に、SYPRO Orangeのような検出色素を利用すること
ができます。Auntyのフルスペクトル蛍光測定は、280と
470nmの2種の波長の励起LED光源で行うことができる
ため、そのような様々状況に対応してフレキシブルに安定
性評価を行うことができます。SLSとDLSは自家蛍光、色
素による蛍光アッセイいずれとも適合しているので、いず
れのケースでも凝集に関する情報を加えることができま
す。Auntyは装置の制限にサンプルを合わせるのでなく、サ
ンプルの種類に応じてアッセイを設計することができます。

3 mg/mLのbovine IgG PBS溶液の、自家蛍光で求めた
TmとTaggはそれぞれ71.3と70.8 °Cでした（図５A）。20X
となるよう、SYPRO Orange™ を加えることにより、この
色素がタンパク質から露出した疎水性部位に結合する際
に上昇する蛍光強度の上昇をTm評価に使用することが
でき、この場合は71.5 °Cでした（図5B）。この時得られた
Taggは69.9 °Cでした。

5.	 Capsid	stability
ウイルスベクターは他のバイオ医薬品と同様に、その製造
工程でたくさんのストレスを受けますが、完全にユニークな
形で機能を失ってしまうことがあります。タンパク質の変性
と凝集はウイルスベクターでも確かに問題となりますが、ゲ
ノム排出と呼ばれる、核酸ペイロードを失ってしまう現象も
問題になります。機能アッセイでは、この問題の検出に数日
間かかってしまいます。一方、Auntyの「Capsid stability」
アプリケーションではこの評価を1時間以内で行うことが
できます。SYBR Goldの蛍光強度上昇をモニタリングする
ことによってAuntyはいつウイルスゲノムがキャプシドから
排出されるかを測定してくれます6。　5e11 vg/mLまでの
感度で、以前よりも早く安定性の知見を得ることができま
す。
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図4: pH6の12.5 mM L-ヒスチジン、12.5 mM ヒスチジン塩酸塩水溶液
に、1 mg/mLの濃度で調整したNISTmAbを、Auntyの「Tm & Tagg  in-
cluding sizing」アプリケーションで、初期設定にて測定しました。 Tm（A、
縦線）は蛍光のBCM値（左軸、緑のプロット）の変化より、1次の微分曲線

（右軸、点線）のピークとして求めました。表はAuntyと論文発表されてい
るDSCのTm平均値プラスマイナス標準偏差を示しています。温度上昇中
のタンパク質Z-平均粒子径（B）は蛍光と並行して測定しています。
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PBSに懸濁させたAAV9では、SYBR Gold蛍光強度の上
昇をもとに、60.6 °Cのゲノム排出Tm を示しました。この
時、SLS測定から求められるTaggは76.3 °Cでした（図6）
。Tm はベクターが核酸ペイロードを、Taggと一致すると考
えられるキャプシドタンパク質の崩壊が生じる前に失って
いることを示唆しています。Auntyは蛍光とSLSを両方同
時にモニタリングし、自動でTm とTagg値を計算してくれま
す。

6.	 Colloidal	stability																				
(kD,	B22,	G22)

バイオ医薬品において、凝集を減らしたり、抑制する因子を
特定することは、開発可能性や剤形のスクリーニングの1つ
の目標です。バッファーの選定、添加剤、変異の導入は全て
薬剤のコロイド安定性に影響します。 Auntyの「Colloidal 
stability」アプリケーションはその優れた光散乱技術で、そ
のタンパク質にとって与えられた剤形が好ましいか、また、
凝集が生じる兆しがあるかどうかを、3つのコロイド安定性
パラメータであるkD、B22、G22を一度の実験で測定するこ
とによりスクリーニングすることができます。

図5: 3 mg/mLのBovine IgGのPBS溶液を調整し、AuntyのTm & TaggアプリケーションにUV LEDのみ使用する設定で供しました（A）。また同じサンプ
ルに20XになるようSYPRO Orangeを添加し、「Tm & Tagg with reporter dye」アプリケーションにて青色LEDのみを用いて測定を行いました（B）。自家
蛍光、またはSYPRO Orange蛍光（緑のプロット、左軸）はTm （緑の縦線）を求めるのに使用しました。SLS（青い三角形、右軸）は Tagg （青い縦線）を求
めるのに使用しました。
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図6: AAV9をPBSに、5e12 vg/mLの濃度で希釈し、20XとなるようSYBR 
Goldを加えました。このサンプルをAuntyの「Capsid stability」アプリケ
ーションで、初期設定を使用して25–95 °Cに昇温しました。SYBR Gold
の蛍光強度の上昇（緑のプロット）とSLS（青の三角形）を昇温中モニタリ
ングし、Tm （緑の縦線）とTagg（青の縦線）をそれぞれ蛍光の変化とSLS
上昇の開始点として求めました。
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タンパク質の拡散は、分子間に引き合う力が働くと濃度上
昇とともに遅くなり、反発しあう力によって逆に速くなりま
す。互いに反発しあうタンパク質分子は凝集しにくく、それ
ゆえよいコロイド安定性を有します2 。拡散相互作用パラ
メータkDはこの関係性を表す指標です。正のkD値は分子
間に斥力が働いており、低い凝集性向である状態を示唆
し、負のkD値は逆の傾向を示唆します。第2ビリアル係数
B22はもう一つのタンパク質の溶液中の自己会合に関する
尺度です3。 B22はSLSのデータから、濃度-SLSのプロット
に対する線形近似（Debyeプロット）を行うことで求めま
す。kDと同様に、正のB22値は反発しあい、負のB22は引き合
う状態を示唆します。主な違いはどのように測定されるか、
にあり、B22はSLS、kDはDLSから求めます。

G22はKirkwood-Buff積分とも呼ばれタンパク質-溶媒間
とタンパク質-溶質間の相互作用を考慮することで、特に
高濃度でより厳密に、正味のタンパク質分子の自己相互作
用に関するパラメータを測定する方法です4。一般に、kDと
B22は≤20 mg/mLの濃度範囲で最も適しています。これよ
り高い濃度の場合はG22がより有用になってきます。B22や
kDと異なり、G22では負の値を取る場合、タンパク質間は正
味で反発的な力であることを示唆し、正のG22値は自己会
合しやすい状態を示唆します。また、kDやB22と異なり、測
定したサンプルの希釈系列の、各濃度で個別のG22値が求
まります。

Auntyの「Colloidal stability」アプリケーションは測定され
たサンプルに対し、3つのパラメータ全てを計算します。サン
プルの希釈系列をピペットでプレートに入れ（理想的には5
段階の濃度で、それぞれ3回繰り返し測定）、測定を行うだ
けです。kD値はいつでも算出されますが、バッファーブランク
を同時に測定していると、B22も得られます。Auntyにサンプ
ルの分子量を入力しておけば、G22も得ることができます。与
えられた剤形での凝集性向を明らかにする、または低濃度
から高濃度にする際にリスクがあるかどうかを明らかにす
る、最も迅速な方法で、例えば剤形再設計で製剤を静注か
ら皮下注に変更する際などに役立ちます。

80 mg/mLのスクロースを含むトラスズマブの、pH6の
10 mMヒスチジンバッファー溶液は、比較的大きな正の
kD値を示しましたが、0.9％のNaClを代わりに加えた場
合、25、42 °Cの両方で負の値となりました（図7）。B22は
全ての実験条件にて正の値を示しましたが、スクロース添
加の場合、NaCl添加に比べて～30倍高い値を示したた
め、斥力はスクロース添加の方が著しく高いことが示唆さ
れました。

この結果から、ヒスチジンバッファーにおいて、NaClよりもス
クロースを添加した方がトラスズマブのコロイド安定性が
良好であることが示唆されます。トラスズマブのヒスチジンバ
ッファー溶液にスクロースを加えると安定化効果があった
一方、糖類は必ずしも最良の安定化剤であるとは限りませ
ん。NaClを含む高濃度の別のモノクローナル抗体mAb1の
G22解析におけるR90/Kのグラフはプラトーに達していて、
塩存在下で正味の反発力が示唆されました（図8）。NaCl
存在下で（スクロースに比べ）、低いG22値を示す傾向は他
の条件でも同じでした。この結果は高濃度、例えば50 mg/
mL以上、ではNaClはmAb1の、pH6の10 mM histidine
バッファー溶液に対して、より安定化効果のある添加剤であ
ることを示唆します。
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 図7: 80 mg/mLのスクロースまたは0.9％のNaClを含むトラスズマブ
の、pH6の10 mM ヒスチジンバッファー溶液の希釈系列を1、2、4、8、10 
mg/mLの濃度で調整しました。サンプルのkD と B22を拡散係数（上のグ
ラフ）、Debyeプロット（下のグラフ）の直線回帰から求めるため、Auntyの

「Colloidal stability」アプリケーションによって、25、42 °Cの温度条件
にて、初期設定で3回繰り返し測定を行いました。グラフ上の各プロット
は3回の平均を示し、表は結果を示しています。
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Trastuzumab with sucrose, 42°C 17.8 2.3e-4

Trastuzumab with NaCl, 42°C -3.5 7.3e-6

Trastuzumab with sucrose, 25°C 14.2 1.1e-4

Trastuzumab with NaCl, 25°C -3.3 3.3e-6
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7.	 Isothermal	stability
長期の安定性試験はしばしばバイオ医薬品のボトルネッ
クになります。従来の方法はとても煩雑で、敬遠されがちで
す。また、初期の開発ステージでの長期保存試験となると、
起こりうる問題に備えて長く実験室にこもることになりま
す。Auntyの密封されたプレートにより、サンプルを同じ温
度に、何時間でも何日でも置くことができるので、ずっと試
験を続けることができます。「Out-of-the-box」アプリケー
ションでは、サンプルをインキュベーターにて目的温度に
インキュベートしておき、必要な時に蛍光、SLS、DLSの測
定を行うことができますので、試験期間中ずっと装置をこ
の試験のために占有することはありません。何しろ解析手
法は、安定性試験の中で最もシンプルであるべきです。

アルギニンは一般に、粘度を減らすためにタンパク質の剤
形に加えられます。一方で、アルギニンはカオトロピックな
特性を持ちますので、凝集を抑制しますが、変性を惹起し
ます5。

62 °Cに保持したとき、アルギニンを添加したBovine IgG
は添加していない場合に比べて、 蛍光の変化がより早く
起こりました（図9A）。同じサンプルで、SLSとz平均粒子径
の上昇はアルギニン添加の方が緩やかでした（図9B）。こ
れらの結果から、アルギニンはタンパク質の変性は促進す
る一方、凝集は抑制することが示されました。Auntyの密
封されたサンプルと、複数の検出法を有する特徴によって、
いつ、どのようにタンパク質が異常を示し始めるか、どのよ
うなタイムスケールでも明らかにすることができます。
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図8: 80 mg/mLのスクロースまたは0.9％のNaClを含むmAb1の、pH6
の10 mM histidineバッファー溶液の希釈系列を10、30、100、150、200 
mg/mLの濃度で調整しました。R90/K 値の偏差からG22 を求めるた
め、Auntyの「Colloidal stability」アプリケーションによって、25、42 °Cの
温度条件にて、初期設定で3回繰り返し測定を行いました。グラフ上の各
プロットは3回の平均を示し、表は結果を示しています。

図9: 1 mg/mLのbovine IgGのPBS溶液を、0（緑）と500mM（青）のア
ルギニン添加で調整しました。「Isothermal」アプリケーションの初期
設定条件でサンプルを62 °C、14時間保持し、その間（A）変性を蛍光で、

（B）凝集をSLS（三角形）とDLS（ダイヤ）でモニタリングしました。

mAb1
Concentration mg/mL

10 30 100 150 200

with sucrose, 42°C 92.2 3.9 -0.5 -0.2 -0.1

with NaCl, 42°C 24.1 -5.2 -4.4 -5.0 -4.7

with sucrose, 25°C 189.7 -1.5 -1.3 -0.6 -0.7

with NaCl, 25°C 6.8 -24.1 -11.8 -12.4 -12.4

A

B
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結論
Auntyはフルスペクトルの蛍光測定、SLS、DLSを、高精度
な温度制御とクオーツ製の96ウェルプレートと組み合わ
せた、ハイスループット安定性評価の女王です。密封され
たウェルの中に入れた8 μLのサンプル、96サンプルを1分
ごとに測定できる実験で、安定性のスクリーニングを突破
しましょう。フレキシブルなアッセイはタンパク質の融解、
凝集、コロイド安定性、サイズと多分散性を追跡します。ウ
イルスベクターでも、Auntyはゲノム排出を監視できます。
このように、バイオ医薬品のコンストラクト、剤形、複合体
形成、修飾に対する安定性を最適化する、正しい決断を下
すことができます。
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