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Auntyを用いたハイスループットのタンパク質安定性
スクリーニング

はじめに
タンパク質の安定性を試験する場合、使いやすいサン
プルセルがプロセスの極めて重要な要素です。Aunty
は、96ウェルプレートフォーマットのセルによって高い解
像度、感度、オートメーション対応を実現した、高速か
つ高スループットを誇る安定性評価プラットフォームです

（図1A）。フルスペクトル蛍光により、自家蛍光または色
素を利用した方法によって、タンパク質の融解温度を求
めることができます。静的光散乱と動的光散乱（SLS と 
DLS）を並行に測定し、あるいは蛍光も活用することで、
実験のあらゆる時点で凝集を検出することができます。こ
れら3種の測定とAunty独自のクォーツ製96ウェルプレ
ートを組み合わせることで、1分毎にすべてのサンプルの
タンパク質安定性の全体像を取得し、実用可能な結果を
爆速で得ることができます。

96ウェルマイクロプレートはハイスループットアッセイの
主力です。AuntyのSBSフォーマットの96ウェルプレート
は、スループットを最大化し、1ウェルあたりのサンプル必
要量はわずか8 µLと、サンプル使用量も最小限に抑えて
います（図1B）。ウェルはクォーツにエッチング加工で作
られているので、光学系のパフォーマンスは申し分なく、
あらゆる一般的なバイオ試薬との化学的適合性も確保
されています。ロード後のプレートのシールも容易で、サ
ンプルの蒸発や汚染を防ぎます。Auntyは0.1～10°C/分
の速度で15°Cから95°Cまで温度を変化させたり、数時
間ないし数日間、一定の温度でサンプルを保持したりす
ることが可能です。8×12のサンプル投入ポートを備えた
SBSフォーマットのプレートと、実験セットアップや操作
をコントロールするためのAPIにより、サンプルロードから
ソフトウェア実行までのAuntyのプロセス全体でオート
メーションに対応できます。どのように実験を計画するか
にかかわらず、Auntyは実験のフレキシビリティを犠牲に
することなく、比類のないデータ解像度を実現します。

溶液中でタンパク質を加熱すると、タンパク質が変性し、
疎水性アミノ酸であるトリプトファンとチロシンが水性環
境に曝されます。芳香族アミノ酸が疎水性環境から水性
環境に移行すると蛍光挙動が変化します。一般的には
蛍光の最大ピーク強度が小さくなり、ピーク波長がより
高波長側にシフトします（図2）。これは「レッドシフト」と
呼ばれています。この変化を温度に沿って追跡すること
で、タンパク質の立体構造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。この測定で、異なる剤形、

　図1：Aunty（A）は、SBSフォーマットのクォーツ製96ウェルプレ
ート（B）を使用した、フレキシブルかつオートメーションフレンドリ
ーな、安定性評価プラットフォームです。

コンストラクト、変異体、さらには複合体の立体構造安定
性を順位づけることができます。Auntyではクォーツ製プ
レートと堅牢な280 nmのLED励起光源、高感度の分光
蛍光光度計により、0.025～300 mg/mL（IgG）という
幅広いダイナミックレンジで測定が可能です。フルスペク
トル蛍光検出により、レッドシフトやブルーシフトを検出
できるだけでなく、蛍光色素を用いた示差走査蛍光測定
やサーマルシフトアッセイも行うことができます。

加熱によってタンパク質が変性すると、通常、自家蛍光強
度（緑色のボックス）は減少し、より長波長側にシフトしま
す。タンパク質分子が拡散する際、散乱光の量は変動しま
す（図3）。SLSは散乱の全体的な平均強度を見ており、タ
ンパク質粒子の分子量や濃度に依存します。一方、DLSは
強度が時間とともに変化する速さを見ており、溶液中の粒
子の流体力学的サイズ、z平均直径、多分散性、粒径分布
を測定するのに役立ちます。タンパク質が凝集すると、SLS
強度とz平均直径の両方が増加します。Auntyは高感度光
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　図2：Auntyは280 nmのLED光源を使用してタンパク質の自家蛍光を励起します。加熱によってタンパク質が変性すると、通常、自家蛍
光強度（緑色のボックス）は減少し、より長波長側にシフトします。

学系を使用しており、検出下限はSLSで50 μg/mL（IgG）
、DLSで0.1 mg/mL（リゾチーム）です。

本テクニカルノートでは、Auntyが蛍光、SLS、DLSと高品
質のクォーツ製96ウェルプレートおよび直感的なデータ
解析ソフトウェアを組み合わせ、どのようにハイスループッ
トのタンパク質安定性スクリーニングを行うか、について
ご紹介します。

結果
タンパク質のアンフォールディングと凝集を並行してモ
ニターすることは、バッファー、コンストラクトおよび添加
剤の熱安定性スクリーニングのカギです。低容量の96ウ
ェルプレートに蛍光、SLS、DLS測定系を組み合わせた
Auntyをご使用いただくことで、最適なタンパク質製剤
を見つけるための実験を行うことが可能になります。これ
は、時として、添加剤が持つ異なる特性の適切なバランス
を見つけることも意味します。例えば、アルギニンは凝集
を抑制する一般的な添加剤ですが、一方で変性も促進
することが知られています1。これらの異なる特性が、調べ
たい抗体の安定性にどの程度影響するかをAuntyで評
価できます。Auntyを用いて、1 mg/mL ウシIgGのPBS
溶液で、500mMのアルギニンを含むケースと含まないケ
ースでTmを求めました。Tmは自家蛍光スペクトルのピー
ク重心平均プロットに対して1次微分曲線を求め、そのピ
ーク位置としました（図4）。アルギニンを添加するとTmは
3.5°C低下しました。アルギニンを添加したウシIgGの凝
集開始温度Taggは、PBSのみのウシIgGよりも高くなりま
した（73.4°C対68.5°C）。サーマルランプ中に並行して実

施したDLS測定により、PBS中のIgGの流体力学的直径
がベースラインから2倍に増加する温度（Tsize）は70.2°C
であることが示されました。アルギニンを添加したIgGの
Tsizeは72.7°Cでした。Auntyのプレートベースの安定性
スクリーニングにより、アルギニンを添加するとこのポリ
クローナル抗体の凝集が遅延し、一方で変性が加速する
ことを容易に確認できました。グラフを重ね合わせること
で、結果を直接比較し、変異体、修飾、複合体または条件
の安定性に関して、正しい結論を導くことができます。

バイオ医薬品の特性評価の主要なゴールはサンプル使
用量を最小限に抑えながらスループットを最大化するこ
とですが、高いレベルの正確性や精度を確保することも
重要です。Auntyで求めた1 mg/mLウシIgG PBS溶液
の、96回繰り返し測定のTm平均は70.8°C、CVは0.8%
でした（図5）。同時に測定したTaggの平均は67°C、CVは
1.1%でした。AuntyのTmのCVは2%以下、温度の正確
性は±0.1°Cで加温するので、再現性も問題ありません。

Auntyを用いれば、安定なバイオ医薬品や剤形を即座に
特定することができます。Auntyの解析ソフトウェアを使
用して、Tm対Taggプロットで結果をみることで、立体構造
安定性に優れたサンプルはどれか、コロイド安定性に優
れたサンプルはどれか、その両方のサンプルはどれかをす
ぐに見分けることができます。

AuntyのTm & Taggアプリケーションを用いて、蛍光およ
びSLS測定値を1分毎に取得しました。また、各サンプル
の繰り返し測定間のバラツキを見ることも可能です。これ
により、正しい結果を得ているという確信が得られます。
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　図4：1 mg/mLウシIgGのPBS溶液（緑色）または500 mMアルギニンを添加したPBS溶液（青色）を1°C/分の速度で25°Cから95°C
まで加熱しました。Auntyの「Tm &Tagg　including sizing」アプリケーションを用いて、蛍光（左）、SLS（中央）、DLS（右）の測定値を30
秒毎に取得しました。蛍光プロットの微分曲線（破線）からＴm、SLS強度またはz平均直径の継続した上昇がみられた点からそれぞれ
Tagg、Tsizeを求めました。Tagg、Tagg、Tsizeは垂線で示されています。グラフは3回繰り返し測定の代表です。

1 mg/mLのPBS溶液でさまざまな抗体と添加剤の組み
合わせを7通り作製し、4～8回の繰り返し測定と標準設
定でTm & Tagg実験を1回行いました（図6）。

すべての繰り返し測定のCVはTaggとTmのいずれも2%未
満でした。

TmとTaggが最も高かったのは添加剤を含まないトラスツ
ズマブバイオシミラーのPBS溶液（紫色）、最も低かった

のはペムブロリズマブバイオシミラーのPBS溶液（灰色）
でした。

トラスツズマブバイオシミラーにNaClを添加しても（水
色）Taggへの影響はほとんどありませんでしたが、Tmは
2.6°C低下しました。したがって、NaClはトラスツズマブの
添加剤として適切でないと考えられます。一方、ウシIgG
のPBS溶液にNaClを添加した場合（黄色）、PBSのみの
場合（紺色）と比べてTmは顕著な変化を示しませんでし

　図3：溶液中を拡散する粒子の光散乱は時間とともに変動します。SLSはこれらの変動する強度の平均です。DLSは散乱光強度が時間
とともに変化する速さを見ます。Auntyは、サーマルランプにおいて両者を並行して使用することで、例えばSLSで凝集の開始点を検出
し、DLSで粒子サイズの変化を検出します。
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たが、Taggは2.8°C上昇しました。トラスツズマブとは異な
り、NaClはこのウシIgGを安定化させると考えられます。
あらゆるバイオ医薬品はそれぞれ最適な剤形が異なりま
すが、Auntyの全クォーツ製96ウェルプレートは、この個
々のスイートスポットを見つけるための高速かつ高スルー
プットを誇るツールとなります。

結論
Auntyはフルスペクトルの蛍光、高感度のSLS・DLS、
高精度の温度制御、SBSフォーマットの96ウェルプレ
ートを組み合わせたタンパク質安定性評価の女王で
す。Auntyはスループットを最大化し、同時にサンプル使
用量を1ウェルあたりわずか8 µLと最小限に抑えます。
高速測定と類を見ないデータ解像度により、候補物質の
安定性の全体像を把握することができます。1つのサンプ
ルまたは多数のサンプルに対して、3種類の検出方法を
すべて同時に実行することも、別々に実行することも可
能なため、実験をユーザーニーズに合わせてカスタマイ
ズすることができます。温度上昇実験ではTmのCVは2%
以下、温度の正確性は±0.1°Cと、高い再現性を示しま
す。Tm、Tagg、Tsizeを組み合わせることで、任意の繰り返し
測定数を一気に処理でき、最適な安定性プロファイルを
示すサンプルを速やかに認識して、開発可能性および剤

形スクリーニングを加速できます。このすべてが、患者さ
んの命を救える新規の治療法を臨床に届けるまでの時
間短縮につながります。
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　図5：1 mg/mLウシIgGを96回繰り返し測定できるようにAunty
プレートにロードし、1°C/分の速度で25°Cから95°Cまで加熱
しました。AuntyのTm &Taggアプリケーションを用いて、蛍光お
よびSLS測定値を1分毎に取得しました。各繰り返し測定のTm 
&Taggを示します。 　図6：記載された添加剤を含む1 mg/mL抗体のPBS溶液を

Auntyプレートにロードし、1°C/分の速度で25°Cから95°Cま
で加熱しました。AuntyのTm &Taggアプリケーションを用いて
蛍光およびSLS測定値を取得しました。各繰り返し測定のTm 
&Taggを示しています。
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