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概要

タンパク質の熱安定性は、そのデータがタンパク質の安定性と構造に影響を与える物理的および化学
的性質に関する情報を提供するため、バイオ医薬品の重要な特性です。この実験では、ペルチェ式温度
制御マルチセルモジュールを搭載した Agilent Cary 3500 UV-Vis 分光光度計を使用した、タンパク質
の熱安定性および融解温度に関する高速でシンプルな特性解析について実証します。

UV-Vis 分光光度計によるタンパク質の
熱安定性の特性解析

治療用タンパク質研究における Agilent Cary 3500 UV-Vis 
分光光度計とペルチェ式温度制御マルチセルの利点
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はじめに

創薬は、将来商品化される可能性がある新しい
医薬品とその治療効果を実証する必要がある多
面的なプロセスです。薬剤ターゲットを適切に同
定して特性解析することは、主要な治療用タン
パク質化合物の同定に役に立つ、創薬プロセスの
重要なステップです。1治療用タンパク質について
は、生物化学的特性解析の対象として、分子量、
均質性と不均質性、溶解性、熱安定性、アミノ
酸配列組成、二次構造、三次元構造、およびタン
パク質修飾があります。2、3

熱安定性データは、タンパク質の安定性と構造に
影響を与える物理的および化学的性質に関する
情報を提供します。溶解温度は、さまざまな手法
により温度を徐々に上昇させるとともに、サンプ
ルの性質の変化をモニタリングすることにより測
定できます（表 1）。タンパク質の温度を上昇さ
せると、二次および三次構造が変化します。疎
水性コアがこれらの構造的変化の作用を受ける
ことにより、タンパク質の凝集体が生成されま
す。4図 1 に示すように、タンパク質の半分がま
だ可用形の状態である温度は見かけの融解温度
（Tm）と呼ばれます。この温度は、結合リガンド
が存在すると上昇する場合があります。5、6熱安
定性の実験は、リガンド結合、薬物安定性、消
費期限、最適な保管条件について理解するため
に有用であり、これらは医薬品の将来の製造お
よび商品化について役に立つ情報です。

UV-Vis 分光光度計によるタンパク質の
熱安定性の分析
表 1 に、タンパク質の熱安定性の測定に使用さ
れるさまざまな手法の利点と欠点をまとめて示
します。UV-Vis 分光光度計は、分析における多
数の課題を克服しています。UV-Vis は、蛍光ラ
ベルを使用せずに吸光度を直接測定しますが、
この測定は少量のサンプルにより実行でき、結果
は簡単かつ即座に解釈して報告されます。

このアプリケーションノートでは、タンパク質の熱
安定性と再現性の特性解析に使用する Agilent 
Cary 3500 UV-Vis 分光光度計（図 2）の利点
について実証します。Agilent Cary 3500 UV-
Vis 分光光度計は、組み込み型キュベット内温
度プローブを使用してペルチェブロックにフィー
ドバックを提供しているため、測定中の溶液の
温度を制御できます。機器には 8 つの位置にマ
ルチセルホルダが内蔵されており、水を使用しな
い空冷式ペルチェ装置を用いて 0～ 110 ℃ の
間でサンプルの温度を制御します。実験能力を
強化するために、マルチセルの各キュベット位置
で同時に測定が実行されるため、他の手法と比
較して高速な分析が実現します。

表 1. タンパク質の熱安定性の測定に使用する手法

手法 原理 特長 欠点 

円偏光二色性 
分光分析7、8

円偏光を使用した際の楕円率の
点から吸光度を測定。

 –必要なのは少量の物質
 –高感度
 –高分離能

 –分析の長時間化
 –一部の緩衝液では遠紫外で干渉
が発生

示差走査熱量 
測定法9、10

参照物質に対する加熱性能の変
化を測定。

 –必要なのは少量の物質
 –高分離能  –結果の解釈が困難な場合あり

サーマルシフト 
アッセイ11、12

蛍光色素を疎水性分子に結合
する際の蛍光の変化を測定。

 – RT-PCR 装置で複数のサンプ
ルの分析が可能
 –高感度
 –必要なのは少量の物質

 –蛍光プローブが必要
 –蛍光プローブが構造変化を引き
起こす場合あり

 –タンパク質には蛍光プローブを
収容するための 1 つのポケット
が必要

図 1. 温度の上昇に伴うタンパク質強度（または、吸光度）の代表的なレス
ポンス
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実験方法

サンプル
大腸菌ジスルフィド結合異性化酵素 A（EcDsbA、
未変性状態）のサンプルは、La Trobe Institute 
for Molecular Science（LIMS）、ラトローブ大
学、オーストラリアから入手しました。pH 7.0 に
調整した 50 mM NaCl、1 mM EDTA、および 
100 mM リン酸ナトリウムを含む緩衝液中で、
約 0.6 mg/mL の EcDsbA 溶液を調製しまし
た。Agilent ウルトラマイクロセル、容量 50 µL、
光路長 10 mm の石英製キュベットを使用しま
した（部品番号 5062-2496、図 3）。リン酸緩
衝液をリファレンス（ブランク）溶液として使用
しました。

機器とメソッド
Agilent Cary 3500 UV-Vis マルチセルペルチェ
式分光光度計の制御には、Agilent Cary UV ワー
クステーションソフトウェアを使用しました。タン
パク質の吸光度と熱安定性を測定するのに使用
したメソッドパラメータをそれぞれ、表 2 と 3 に
示します。熱安定性の分析に関する実験では、
0.1 ℃ /min の昇温速度で 0.1 ℃ ごとにデータ
を採取しました。各データポイントが記録される前

図 2. Agilent Cary 3500 UV-Vis マルチセル分光光度計は、8 つのキュベット位置において、最大 4 つの温度実験
で同時に使用できます。 

図 3. この実験で使用した Agilent ウルトラマイクロセル。
Agilent Cary 3500 UV-Vis 分光光度計の非常に小さい
集束度の高いビームが、調整の必要がない小型で恒久的
にアライメントされた開口部を通過します。

表 2. 波長範囲スキャンパラメータ 

パラメータ 設定値

機器 Agilent Cary 3500 UV-Vis 分光光度計

波長範囲 200～ 400 nm

信号平均化時間 0.1 秒

スペクトルバンド幅 2 nm

サンプル量 80 µL、蒸発を考慮した量を追加しました

表 3. 熱融解実験パラメータ 

パラメータ 設定値

機器 Agilent Cary 3500 UV-Vis 分光光度計 

波長 280 nm

信号平均化時間 2 秒

スペクトルバンド幅 2 nm

データ間隔（nm） 0.1 ℃

昇温速度 0.1 ℃ /min

温度制御 ペルチェブロック

温度範囲 25～ 90 ℃

平滑化および導関数フィルタサイズ 25

平滑化および導関数データ間隔 0.1 ℃

分析の下限温度 30 ℃

分析の上限温度 90 ℃

キュベット ウルトラマイクロセル石英製キュベット

サンプル量 70 µL
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の 2 秒間の信号を平均化しました。0.1 ℃ /min 
の昇温速度を使用したのは、昇温速度が高いと
サンプルが凝集しやすくなるためです。実験の温
度は、Agilent Cary 3500 のペルチェブロックに
より制御しました。

結果と考察

EcDsbA タンパク質の最大吸光ピークを測定す
るために、Agilent Cary 3500 UV-Vis 分光光度
計を表 2 に示すパラメータで使用して、波長をス
キャンしました。マルチセルモジュールを搭載し
た Agilent Cary 3500 では、7 つのサンプルと 
1 つのリファレンス溶液を同時に測定できます。
この機能により、同一の条件下で同時に測定を
実行できるため、結果の信頼性が高くなります。
少ないサンプル量（例えば、70 µL）が必要な場
合は、ウルトラマイクロセルを使用して測定を実
行できます（図 3）。Agilent Cary 3500 システ
ムには小さい集束度の高いビームが備えられて
いるため、ウルトラマイクロセルを使用する際に
あらかじめ調整しなくても、正確な測定が実行で
きます。図 4 に示すように、EcDsbA の最大吸
光ピークは 280 nm でした。 

EcDsbA タンパク質の熱安定性に関する分析で
は、温度の上昇に合わせて 280 nm での吸光度
をモニタリングしました。表 3 に示すように、ペ
ルチェブロックの温度を 0.1 ℃ /min の昇温速
度で上昇させて、サンプルの温度を制御しまし
た。温度を上昇させるとともに 1 つのピークが
観察されましたが、これは、タンパク質の構造が
変化したためにタンパク質の吸光度が変化した
ことを示しています。熱融解プロット（図 5）は、
EcDsbA タンパク質において高温（65 ℃ より
上）でトランジションが発生したことを示してい
ます。

図 5. EcDsbA タンパク質の熱融解プロット。温度が上昇するとともに吸光度が変化しているのは、タンパク質が構
造的に変化していることを示しています。

図 4. EcDsbA タンパク質（未変性状態）の 7 つの別のサンプルの波長範囲スキャン。EcDsbA タンパク質のピーク
は 280 nm です。ウルトラマイクロセルを使用して、7 つのサンプルを同時に測定しました。
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Agilent Cary UV ワークステーションソフトウェア
では、測定した吸光度データの一次導関数を使
用して生体サンプルの Tm を算出しています。Tm 
を測定するために、平滑化および導関数フィルタ
の適切なサイズ、および分析の上限温度と下限
温度を選択します。表 3 に示す分析パラメータ
を使用した場合、EcDsbA の Tm は 69.86 ℃ で
した（n = 6、図 6）。

Agilent Cary 3500 UV-Vis 分光光度計で得ら
れた EcDsbA タンパク質の算出 Tm は、表 4 の 
14、15 で示す以前に報告されている円偏光二
色性で得られた結果と一致していました。 

Agilent Cary 3500 による EcDsbA の Tm の測定
精度を、繰り返し測定により評価しました。タン
パク質サンプル溶液を 6 つに分割し、それぞれ
を 70 µL のウルトラマイクロセルで個別に分析
しました。結果の再現性は、EcDsbA の Tm 値
の平均と標準偏差を計算することにより評価し
ました（表 4）。Agilent Cary 3500 UV-Vis シス
テムは、6 回の測定にわたり標準偏差がわずか 
0.16 ℃ という優れた精度を示しました。

図 6. Agilent Cary UV ワークステーションソフトウェアで得られた、EcDsbA タンパク質の 6 つの別のサンプルの一次
導関数のプロット（Tm = 69.86 ℃、n = 6）
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表 4. Agilent Cary 3500 UV-Vis 分光光度計で測定した EcDsbA の 
Tm 値および文献で報告されている値

手法 EcDsbA の Tm（℃）

Agilent Cary 3500 UV-Vis 分光光度計による繰り返し分析 1 69.70

Agilent Cary 3500 UV-Vis 分光光度計による繰り返し分析 2 69.80

Agilent Cary 3500 UV-Vis 分光光度計による繰り返し分析 3 69.70

Agilent Cary 3500 UV-Vis 分光光度計による繰り返し分析 4 70.20

Agilent Cary 3500 UV-Vis 分光光度計による繰り返し分析 5 69.90

Agilent Cary 3500 UV-Vis 分光光度計による繰り返し分析 6 69.90

平均 69.86

標準偏差 0.16

文献値 114 68.55 

文献値 215 69.25 



結論

Agilent Cary 3500 UV-Vis 分光光度計とペル
チェ式温度制御マルチセルを使用して、EcDsbA 
タンパク質の 6 つのサンプルの融解温度（Tm）
を同時に測定しました。結果は非常に再現性
が高く、EcDsbA タンパク質の 1 つのサンプル
を 6 つに分割した場合、標準偏差 0.16 ℃ を達
成しました。さらに、Agilent Cary UV ワークス
テーションソフトウェアにより算出した平均 Tm 
の 69.86 ℃ は、円偏光二色性分光分析で得ら
れた文献値と一致していました。これらの結果は、
タンパク質の熱安定性に関する分析における 
Agilent Cary 3500 UV-Vis 分光光度計の高い
精度、真度、および速度を実証しています。 

Agilent Cary 3500 UV-Vis はメソッドの生産性
をさらに最大化するために、結果の精度を損な
わずに 7 つのサンプルを同時に測定できます。
機器の設計を通してサンプルの最低 3 回の繰り
返し分析を同時に測定する機能は、繰り返し分
析の測定が必要なラボにとって時間を節約する
有用な機能です。

データ解析を簡単にするために、Agilent Cary 
UV ワークステーションソフトウェアには、平滑化
および導関数の計算機能が標準で搭載されてい
ます。さらに、このソフトウェアでは、データを安
全に取り込み、処理、報告、格納するためのオプ
ションの技術コントロールが使用できます。これ
らのコントロールは、FDA 21 CFR Part 11、EU 
Annex 11、GAMP5、さらには ISO/IEC 17025、
EPA 40 CFR Part 160 のコンプライアンスガイド
ラインに従う必要があるラボにとって不可欠です。
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