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概要

抗体薬物複合体（ADC）は、顕著な成長が見込まれているバイオ医薬品です。製造時に重要になるの
は、薬物抗体比（DAR）や凝集体のような、ADC の重要品質特性（CQA）をモニタリングすることです。
このアプリケーションノートでは、ADC の DAR および凝集体インデックスの分析において、複数の温度
でサンプルを同時に分析するという独自の機能を備えた、Agilent Cary 3500 マルチセル UV-Vis 分光
光度計の機能的な利点について説明します。Agilent Cary 3500 UV-Vis 分光光度計では、ソフトウェ
アでのカスタムの式機能、シンプルな手法、および正確な温度制御を使用して、DAR および凝集体イン
デックスを高い信頼性で簡単に測定できます。

Agilent Cary 3500 UV-Vis マルチゾーン
温度機能を用いた抗体薬物複合体の 
重要品質特性の解析
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はじめに

ADC は、特異的なターゲット作用モードを備えているため、医薬品企業
の創薬パイプラインの中で急速に成長を遂げている分野です。1DAR を
測定することにより、各抗体に結合している細胞傷害性低分子の平均数
が得られます。これは製品の安全性や効能に大きな影響を与えるため、
一般的に CQA として認識されています。さらに DAR は、凝集体を形成
する製品の傾向に多大な影響を及ぼすことも知られており2、この際に免
疫反応を引き起こす場合もあります。このため、開発時に ADC の DAR 
と凝集体を分析することが不可欠です。

UV-Vis 分光光度計は、バイオ医薬品ラボの一般的な主要テクニックであり、
タンパク質の濃度を測定するための堅牢で便利な分析手法として使用さ
れています。このアプリケーションノートでは、抗体骨格とは異なり吸光
度が最大の紫外可視発色団が細胞傷害性低分子に含まれている限り、
UV-Vis 分光光度計が ADC の DAR の測定にも使用できることを示し
ます。1

Agilent Cary 3500 UV-Vis は簡単かつ迅速に使用することができ、4 ペア
のキュベットで 4 つの異なる温度実験が同時に実行可能な、ハイスルー
プットで正確な温度制御機能が搭載されています。複数のサンプルの UV 
吸光度を同時に測定することにより、不要な可変性要素を取り除き、生
成される結果の信頼性を高めます。また、簡単なメソッド設定とカスタム
計算は、使いやすい機能です。Agilent Cary 3500 UV-Vis 分光光度計は、
Agilent OpenLab ソフトウェアに対応しています。OpenLab ソフトウェア
で構成する際には、ラボが FDA 21 CFR Part 11 のコンプライアンスガ
イドラインに準拠するのをサポートします。この実験では、Agilent Cary 
3500 UV-Vis で DAR および凝集体インデックスを測定する際の利点に
ついて示します。

実験方法

装置構成
Agilent Cary 3500 マルチセル UV-Vis 分光光度計には、8 つのセルポ
ジションが搭載されています。Cary UV ワークステーションソフトウェア
（バージョン 1.0.1284）と Cary 3500 マルチゾーンソフトウェアアドオン
を使用し、表 1 に示すパラメータによりデータを取り込みました。

パラメータ 設定値

X モード nm

Y モード 吸光度

収集モード スキャン

スキャン範囲開始 400 nm

スキャン範囲停止 200 nm

平均化時間 0.020 秒

データ間隔（nm） 1.0 nm

スキャン速度 3,000 nm/min

スペクトルバンド幅 1.0 nm

検出器モジュール マルチセルペルチェ UV-Vis

表 1. Agilent Cary 3500 UV-Vis 分光光度計の
実験パラメータ

試料調製
ハーセプチンとその ADC 類似物は、シンガポールの地元の代理店から
購入しました。両方のモノクローナル抗体（mAb）サンプルを、Vivaspin 
500 遠心濃縮スピンカラム（10 kDa MWCO、Sartorius）を用いて濃縮
しました。

Agilent Cary 3500 UV-Vis には、Agilent 角型セル、UV 10 mm、700 µL 
オープンキュベット（部品番号 5061-3391）を使用しました。

超純水は、0.22 µm メンブレンユースポイントカートリッジ（Merck 
Millipore）を備えた Milli-Q Integral システムで精製しました。

計算
ハーセプチンの ADC 類似物は、4-(N-マレイミドメチル)シクロヘキサ
ン-1-カルボン酸（MCC）をリンカーとして、抗チューブリン細胞毒性剤 
DM1 に共有結合しています。3次に示す波長における各成分の吸光係数
を使用して（ε280 DM1 = 5,700 M–1 cm–1、ε252 DM1 = 26,790 M–1 cm–1、
ε280 mAb = 218134 M–1 cm–1、ε252 mAb = 76,565 M–1 cm–1）、式 1 により
平均 DAR を算出できます。ここで、R は ADC の 252 と 280 nm におけ
る吸光度比です。4 

式 1.

平均 DAR = 
（ε252 mAb – R × ε280 mAb）

（R × ε280 DM1 – ε252 DM1）

凝集体インデックスは式 2 で計算します。ここで、OD350 は 350 nm で
の吸光度を表しており、OD280 – OD350 は、280 と 350 nm それぞれ
との吸光度の差です。5 

式 2.

凝集体インデックス =（ OD350
OD280 – OD350

 ）× 100
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メソッド
0.5 mg/mL のハーセプチンとその ADC 類似物で実験を実施しました。
DAR 値の変化を示すために、ハーセプチンとその ADC 類似物を異なる
割合で混合し（図 2 内の表）、Agilent Cary 3500 UV-Vis で測定しまし
た。DAR は、Cary UV ワークステーションソフトウェアで式 1 により計算
しました。

DAR に対する温度の影響を調べるために、マルチゾーンソフトウェアアド
オンを用いて、4 つの実験を同時に実施しました（図 1）。この実験で使
用した「スピンカラム濃縮」ADC の濃度は、280 nm での UV 吸光度を
使用して 25 mg/mL であると推定しました。25 mg/mL サンプルの 10 µL 
を、390 µL の水で 40 倍に希釈しました。希釈した ADC 400 µL を 4 つ
のキュベットに移し、Agilent Cary 3500 UV-Vis において 60、70、80、
および 90 ℃ の温度で 90 分間同時にインキュベートしました。ベースラ
インを補正した後にサンプルの吸光度を測定し、式 1 により DAR 値を計
算しました。

90 °C

70 °C

80 °C

60 °C

図 1. Cary 3500 マルチゾーン温度制御機能を使用した DAR のモニタリング

時間経過による凝集体の影響を調べるために、10 µL の 25 mg/mL サン
プルを 390 µL の水で 40 倍に希釈しました。希釈した ADC 400 µL を 
1 つのキュベットに移し、Agilent Cary 3500 UV-Vis で 90 ℃ でインキュ
ベートし、異なる時間間隔でサンプルの吸光度を測定しました。凝集体イン
デックスを式 2 により計算しました。 

結果と考察

Agilent Cary 3500 UV-Vis を使用した薬物抗体比の測定
ADC 複合化の製造を再現するために、異なる割合の ADC と遊離抗体
を混合し、Agilent Cary 3500 UV-Vis で DAR を測定しました。図 2 に、
ADC と非複合化抗体の混合物の UV-Vis スペクトルを示します。式 2 に
より、DAR を計算しました。図 2 に示すように、ADC の薬物分子 DM1 は 
252 nm で強い吸光度を示し、ハーセプチンの主要な発色団の 280 nm
における吸光度とは異なっていました。4予想したように、DAR 値は、溶
液中の mAb および ADC の割合に応じて異なっていました。
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Agilent Cary 3500 UV-Vis とマルチゾーンソフトウェアアドオンを使用して、
DAR に対する温度の影響も調査しました。図 3 に、DAR に対する温度
の影響を調べた結果を示します。温度が 60～ 90 ℃ に上昇するにつれ
て、DAR 値が多少シフトしています。このように DAR が減少しているの
は、おそらく ADC の凝集体が原因です。2
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図 3. DAR に対する温度の影響（n = 3）

図 2. 平均 DAR 値が異なる ADC と非複合化抗体の混合物の UV-Vis スペクトル
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DAR 値が異なる ADC の吸光度プロファイル

ADC 0 %、DAR = 0

ADC 25 %、DAR = 0.7

ADC 50 %、DAR = 1.6

ADC 75 %、DAR = 2.4

ADC 100 %、DAR = 3.5

280 nm

252 nm
DAR の式

% ADC % mAB DAR

100 0 3.5

75 25 2.4

50 50 1.6

25 75 0.7

0 100 0

凝集体の挙動を詳細に調査するために、90 ℃ において異なる時間間隔
で ADC の凝集体インデックスを測定しました。Cary UV ワークステーショ
ンソフトウェアで式 2 により、凝集体インデックスを計算しました。図 4 に、
異なるタイムポイントにわたる凝集体インデックスを示します。予想した
ように、高温では時間とともに凝集体が増大していました。
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図 4. 凝集体インデックスは、時間の経過とともに変化しています。凝集体インデックスの式は、Cary UV ワークステーションソフトウェアで算出しました。
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結論

この実験では、Agilent Cary 3500 マルチセル UV-Vis 分光光度計を用
いて、ADC 分析に対するシンプルかつ強力なアプローチについて示しま
した。UV を同時に読み取り、最大 4 つの独立した温度ゾーンを構成できる、
Agilent Cary 3500 UV-Vis とマルチゾーンソフトウェアアドオンは、DAR 
および凝集体インデックス値の測定に最適です。このアプリケーションは、
バイオ医薬品業界でのこれらの CQA の分析に使用でき、オプションの 
21 CFR Part 11 ソフトウェアツールおよび Agilent OpenLab ソフトウェア
製品も規制環境で使用できます。
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