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はじめに
抗体薬物複合体（ADC）はモノクローナル抗体（mAb）、リ
ンカー、低分子薬物の3つの主要な成分で構成されていま
す。 ADCの作製と最適化には、さまざまな組み合わせや反
応条件を試しながらサンプルの準備と特性評価を慎重に
おこなう必要があります。 さらに、新たに合成されたADC
を精製し、反応バッファーから保存バッファーに交換するに
は、追加のステップが必要です。 このプロセス全体を通じて
抗体の濃度を監視し続けること、また、薬物-抗体比（DAR）
を確認し、凝集の有無を注意深くチェックすることも重要
です。

ADCから薬物リンカーに関連する不純物を除去する作業
は手間がかかります。特に多くの異なる成分や反応条件を
テストする場合には、その手間が増します。クロマトグラフ
ィーや脱塩などの樹脂ベースのアプローチでは、バッファー
の平衡化のために複数回の洗浄が必要です。その過程でサ
ンプルが希釈されてしまい、既に長いプロトコルにさらに時
間をかけることになってしまいます。 遠心フィルターはデッ
ド・エンド濾過（フィルターが詰まり、流れが停滞すること）
を引き起こし、膜上でサンプルが不均一に濃縮され凝集を
招く可能性があります。TFFは大容量の実験には適してい
ますが、小容量のパイロット実験には低スループットであり
適していません。Unagi(Figure 1A)は他の方法で不足する
部分を補い、１度に最大8サンプルを自動で処理します。こ
れにより、希釈やデッド・エンド濾過を防ぎながら厳密に管
理されたクリーンアップ、バッファー交換や濃縮ステップを
実行できます。
ADC作製後の特性評価は通常、複数のHPLC法を組み合
わせておこないます。しかしながらHPLCは時間がかかるう
え、多くのサンプルを必要とします。さらに、それぞれの候補
に対し最適化を必要とするケースが多いです。 Stunner 
(Figure 1B) は、わずか2 µLのサンプルでUV/Vis吸光度を
利用し、１度に最大96サンプルの濃度とDARを決定します。1 
Stunnerは動的光散乱（DLS）を利用してADCのサイズと
サイズ分布を調べ、同時に凝集体を検出します。2

本研究では3種類のペイロード/リンカーの組み合わせを
2つのモル比でmAbにコンジュゲーションし、6つのモデル
となるADCを作製しました。ペイロードに関連する不純物
はUnagi (Figure 2)による自動バッファー交換と濾過によ
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って除去され、すべてのADCはStunnerで特性評価されま
した。

Figure 1: Unagi（A）は高性能な自動卓上バッファー交換ソリューションで
す。Stunner（B）は、同じ2 µLのサンプルでUV/VisとDLSデータを統合で
きる唯一のプレート・ベースのシステムです。

A

B

https://www.unchainedlabs.com/jp/unagi
https://www.unchainedlabs.com/jp/stunner
https://www.unchainedlabs.com/jp/unagi
https://www.unchainedlabs.com/jp/stunner
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StunnerはUnmixアルゴリズムとユーザーが保存した参
照スペクトルを利用し、全体のUV/Vis吸光スペクトルを
構成要素ごとにデコンボリューションします(Figure 3)。 
Stunnerはこれらのデコンボリューションされたスペクトル
からタンパク質と薬物の総量を定量し、DARを計算するこ
とができます。

Figure 2: Unagiの自動圧力をベースとするUF/DF技術は、超音波による
体積測定を利用して流量を監視します。これにより各サンプルに対する圧
力サイクルの時間を調整します。サンプルの体積を各ステップで正確に把
握できるため、ターゲット交換率と濃度値の精度が向上します。コンジュ
ゲーションしたmAbやADCは保持され、余分な未反応のコンジュゲーシ
ョン分子はバッファー成分と共にろ過されます。バッファー交換の各ステッ
プでは、新しいバッファーがウェルに追加されます。
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Figure 3: StunnerのUnmixアルゴリズムでは独自に測定したスペクトル
を利用し、ADC全体の吸光スペクトル（黒線）をmAbからの寄与分（緑
線）と薬物またはコンジュゲーション分子からの寄与分（青線）にデコンボ
リューションすることができます。この例ではAlexa Fluor™ 350 NHSエ
ステルで標識したmAb全体およびデコンボリューションした吸光スペクト
ルを示しています。

方法
モノクローナル抗体の調製
26.6 mg/mLのヒトmAbを5 mMコハク酸ナトリウ
ム、60 mMトレハロース、pH 5.0で10 mg/mLに希釈し
14,000xgで遠心しました。 上澄みを0.1 µmシリンジ・
フィルターでろ過し1.1 mLの小分け分注を50 mMホウ
酸緩衝液、pH 8.5、100 mM炭酸水素ナトリウム緩衝
液、pH 8.3または1Xリン酸緩衝生理食塩水（PBS）にバッ
ファー交換しました。 主要なバッファー交換のパラメータ
ーはTable 1に示しています。 初期および最終のタンパク質
濃度、サイズと多分散指数（PDI）はStunnerで４回の繰り
返し測定をおこないました。

Parameter Setting

Mixing speed 700 rpm

Pressure 60 psi

Target % exchange 96%

Target volume removed per 
cycle

50%

Initial concentration 10 mg/mL

Initial well volume 1.1 mL

Target final concentration 10 mg/mL

Target final well volume 1.1 mL 

Table 1: 10 kDa分子量カットオフ（MWCO）UnaでのmAbバッファー交
換に使用した主要なバッファー交換のパラメーター。

抗体のコンジュゲーションとクリーンアップ
フルオレセイン・イソチオシアネート（FITC, Thermo 
Fisher 46425）、Alexa Fluor™ 350（AF350）NHSエス
テル（Thermo Fisher A10168）およびAF350 C5マレ
イミド（Thermo Fisher A30505）をジメチルスルホキシド

（DMSO）に10 mg/mLで溶解しました。 これらの色素を
Table 2 に示すバッファーのmAb溶液0.5 mLに色素対タ
ンパク質のモル比2:1または10:1で添加しました。100 µg
のトリス（2-カルボキシエチル）ホスフィン（TCEP, Thermo 
Fisher T2556）を還元剤としてマレイミド反応に加えまし
た。反応混合物は室温で1時間、光を遮断してインキュベ
ートしました。
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主要なバッファー交換のパラメーターをTable 3に示します。  
初期および最終のタンパク質濃度、薬物-抗体比（DAR）、サ
イズおよびPDIはStunnerで４回の繰り返し測定をおこない
ました。

Buffer Conjugate Molar ratios

50 mM 
borate, pH 

8.5

Fluorescein 
isothiocyanate 

(FITC)  

2:1 and 
10:1

100 mM 
bicarbonate, 

pH 8.3

Alexa FluorTM 

350 NHS Ester
2:1 and 

10:1

PBS Alexa FluorTM 350 
C5 maleimide

2:1 and 
10:1

Table 2: mAbコンジュゲーション反応における色素/バッファーの組み合
わせとモル比。

Parameter Setting

Mixing speed 700 rpm

Pressure 60 psi

Target % exchange 96%

Target volume removed per 
cycle

50%

Initial concentration 5 mg/mL

Initial well volume 1 mL

Diluent volume 1 mL

Target final concentration 10 mg/mL

Target final well volume 0.5 mL

Table 3: 10 kDa MWCO Unaを使用したADCのクリーンアップおよびバ
ッファー交換における主要なパラメーター。Unagiの事前希釈および濃縮
機能を活用してバッファー交換の開始時に各サンプルを自動的に2 mLに
希釈し、終了時には0.5 mLに濃縮しました。

ADCの定量とサイズ測定 
それぞれの色素10 mg/mLのDMSO溶液をPBSで1:9に
希釈し、つづいて90% PBSと10% DMSOで2倍希釈系
列を作製しました。それぞれの色素の希釈系列の吸光度
はStunnerのStore Analyteアプリケーションを利用して
測定し、スペクトルを保存しました。mAbのスペクトルも同
様に保存しました。吸光係数（E1%）は、製造元のドキュメ
ントまたはストックの濃度から得ました。保存した色素と
mAbのスペクトルはADC + Sizingアプリケーションで使
用され、各サンプルの濃度、DAR、サイズおよび多分散指数

（PDI）を決定しました。 DLSの取得設定として1秒ごとに
5回の取得をおこないました。外れ値はソフトウェアにより
自動で排除されました。

結果
異なる薬物リンカーを使用してADCをコンジュゲーション
する際には、まず前駆体mAbをさまざまな反応バッファー
に交換する必要があります。これはコンジュゲーションに使
用する化学反応の特性によって異なります。 たとえばFITC
やNHSエステルは、リシン残基やタンパク質のN末端を標
識するためにアルカリ性pHの反応バッファーを必要としま
す。 Unagiを利用したバッファー交換では手作業の時間は
わずか数分で済み、自動化された処理時間は1時間未満
です。 最終的な濃度は目標値である10 mg/mLの範囲内
5%以内であり、回収率は90%以上でした(Figure 4)。
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Figure 4: A280によるタンパク質濃度とUnagiでバッファー交換後の各反
応バッファー中のmAbの回収率を示しています。エラーバーは1標準偏差を
表しています。
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mAbを新しいバッファーに交換した後、その品質を確認す
ることが重要です。特に凝集が発生していないかどうかを
確認する必要があります。 各反応バッファー中のmAbの
サイズとPDIは、凝集が発生していないことを示しています
(Figure 5)。 いずれの場合でも流体力学的直径10〜12 
nmは、抗体の予想サイズと一致しています。 PDIの値が
0.1未満であることは、すべてのサンプルが単分散であるこ
とを示しています。
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Figure 5:  Unagiによるバッファー交換後の3種類の反応バッファー中の
mAbのZ平均直径（緑の棒グラフと左のY軸）とPDI（灰色の点と右のY軸）。

ADCのスペクトルをUV/Visで解析するためには、抗体の
吸光スペクトルとコンジュゲーションした薬物の吸光スペ
クトルを区別する必要があります。1 しかしながら薬物の
スペクトルは大きく異なることがあるため、装置にはそれに
対応できる高度な機能が求められます。 StunnerはStore 
Analyteの機能を利用し、薬物の希釈系列から化合物の
吸光スペクトルを学習することができます。これを説明する
ためにFITCのスペクトル(Figure 6)をStunnerに保存しま
した。そして保存されたmAbスペクトルと共にUnagiでク
リーンアップ後の10:1のFITC対タンパク質モル比で反応
したmAbサンプルの計測に利用しました。Stunnerは保存
されたスペクトルを使用し、抗体とコンジュゲーションした
FITCの吸光度をそれぞれに分離しました。 これらの結果
とmAbおよびFITCのE1%を組み合わせ、それぞれの濃度
を決定しました。これらの濃度の比率がDARです。 この方
法を異なる薬物、リンカーやモル比に適用すれば、その他
ADCの反応条件の最適化も容易になるでしょう。

A

B

Figure 6: StunnerのStore Analyte機能で得られたFITCの希釈系列から
のUVスペクトル（A）。StunnerでADCを測定すると総吸光度（黒）を抗体か
らの吸光度（緑）、FITCからの吸光度（青）および各波長での未補正誤差（
黄）にデコンボリューションできます（B）。

薬物リンカーとmAbのモル比を変更するとADCのDARに
影響を与えます。ただし反応速度や標的残基の量も影響を
及ぼします。目標のDARを達成するためにADCのコンジュ
ゲーション反応の条件を最適化することは、ADCプロセス
開発において大部分を占めます。Unagiでクリーンアップす
る前後にStunnerで反応混合物を分析します。これにより
クリーンアップの効果を確認することができます。また反応
効率を評価し、各色素に対して目標DARの正しいモル比
を見つけることが可能です (Figure 7)。
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バッファー交換前後のDARを比較することで反応が実際に
起こったかどうか、またクリーンアップ・ステップがどれだけ効
果的に機能したかを確認できます（Figure 7、緑の棒グラフ
が前で青の棒グラフが後）。もし色素がmAbと反応していな
ければ、色素の96％は他のバッファー成分と共に溶液から
除去されているでしょう。 その場合Stunnerによって報告さ
れたDARは、初期値の約4％であったはずです。 バッファー
交換後のDARはその閾値より高くなりました。しかしながら
Unagi使用前の値よりは低くなっています。これは標識が成
功し、Unagiが未反応の色素のみを除去したことを示唆して
います。バッファー交換後にDARが増加したのは2:1のマレイ
ミドのサンプルのみでした。しかしながら、これは恐らくUnagi
使用前の測定でサンプルの混合が不十分だったためです。 
Unagiでのバッファー交換は非常にマイルドで、ユーザーによ
る制御が可能です。そのため最終的な生成物は期待される
濃度にあり、樹脂ベースの方法のように希釈されることはあ
りません。

異なるリンカーやコンジュゲーション化学を利用した場合、た
とえ同じ薬物を使っていても反応効率に違いが生じることは
避けられないでしょう。たとえばAF350 NHSエステルで標識
したmAbは、他のサンプルよりもクリーンアップ後に両方のモ
ル比で高いDARを示し、反応がより効率的であったことを示
しています。AF350エステルとマレイミド反応の効率の違い
は、おそらく化学的性質の違いによるものです。エステルはア
ミン基と反応し、マレイミドはチオールと反応します。

異なるリンカーをテストする目的の一つは目標とするDAR、
濃度、回収率に適した薬物、リンカーやmAbの組み合わせを
見つけることです。

目標のDARを達成し良好な回収率を得ることは重要です
が、ADCが凝集してしまえば意味がありません。 DLSを利用
すればタンパク質や薬物リンカーに関連するかどうかにかか
わらず、生体分子の凝集を確認できます。2 ADCモデルの流
体力学的直径は未反応のmAbと同等か、やや大きいことが
わかりました(Figure 8)。 10:1のモル比のサンプルは、同じ
薬物リンカーで2:1のサンプルよりも大きな直径となりまし
た。これらの観察結果は、コンジュゲーションがADCのサイズ
を増加させたことを示唆しています。Unagiでのサンプルのク
リーンアップにより、ADCのPDIは減少しました。これは薬物
リンカーの不純物が除去された後、サンプルがより均一にな
ったためです。 PDIが0.15の10:1 FITCサンプルは凝集した
可能性があります。しかしながら他のサンプルと比べ、PDIと
流体力学的直径のどちらも低いことがわかります。それゆえ
に、これはコンジュゲーションやバッファー交換中にADCが
凝集しなかったことを示唆しています。

Figure 7: FITC、AF350 NHSエステルまたはAF350マレイミドで標識されたmAbのDARは、2:1および10:1の色素対タンパク質モル比で測定しました。Un-
agiによる精製およびPBSへのバッファー交換前（緑）と後（青で白のラベル付き）の値を示しています。Unagiによる精製およびバッファー交換後のコンジュゲー
トmAbの回収率も示しています。
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結論
ADCの作製および特性評価はADCの構造と同じくらい複
雑な課題です。Stunnerは少量のサンプルで高スループット
の測定を実現します。抗体濃度、DAR、サイズやサイズ分布
を迅速に定量化できます。Unagiは以下に記すADCサンプ
ルに対応しています。① バッファー交換が必要なADC、② 
コンジュゲーション反応のために濃縮が必要なADC、③ 
②の後にクリーンアップが必要なADC。完全自動化により、
科学者は他の実験に集中することができます。
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Figure 8: FITC、AF350 NHSエステルまたはAF350マレイミドで標識されたmAbのZ平均直径（棒グラフと左のY軸）およびPDI（点と右のY軸）は、2:1および
10:1の色素対タンパク質モル比で測定しました。Unagiによる精製およびPBSへのバッファー交換前（緑）と後（青）のデータを示しています。比較のためにPBS
中の未反応mAb（None）の結果も示しています。
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