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概要
このアプリケーションノートでは、キャピラリー SDS（ドデシル硫酸ナトリウム）電気泳動（CE-
SDS）による抗体薬物複合体（antibody-drug conjugate: ADC）分析における、Agilent 
ProteoAnalyzer system の利用方法について示します。ProteoAnalyzerが提供する高い分解能に
より、これらのサンプルの正確なサイジングおよび不均一性の評価が可能になります。システインお
よびリジン結合型 ADC から得られた代表的な泳動パターンおよび定量データは、ADC の特性解析
および品質管理における、このシステムの高い精度と再現性を示しています。

Agilent ProteoAnalyzer system による
抗体薬物複合体（ADC）分析
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はじめに
抗体薬物複合体（ADC）は、安定したリン
カーを介して薬物に結合したモノクローナル
抗体（mAb）で構成される、標的バイオ医
薬品です。薬物抗体比（drug-to-antibody 
ratio：DAR）、複合化手法、リンカーケミスト
リーなどの要素は、ADC の治療効果、安全性、
および生物物理学的特性に大きな影響を与え
ます。キャピラリー SDS（ドデシル硫酸ナトリ
ウム）電気泳動（CE-SDS）、疎水性相互作用
クロマトグラフィー（HIC）、質量分析などの高
度な分析技法は、不均一性、純度、DAR、ペ
イロードの位置といった ADC の重要な品質
特性（CQA）を評価するのに不可欠です。 

CE-SDS は、ADC 解析において、分子量、サ
イズ不均一性、および純度の評価に使用され
ます。この技術は、サイズが類似した変異体
に対して高分解能で識別できるため、SDS に
よる解離が可能な抗体フラグメントのモニタリ
ングに最適です。電気泳動プロファイルは、シ
ステインやリジン残基などの薬物複合化部位
（図 1）によって異なります。さらに、ADC 製
造プロセスにおいて、リンカーケミストリーの
違いにより、軽鎖と重鎖の間に非ジスルフィド
の共有結合架橋が形成されるため、抗体の構
造、また結果的に分離プロファイルに影響を
与える可能性があります1、2。

ProteoAnalyzerは、還元および非還元の両
方のタンパク質の CE-SDS 解析を自動化し、
最大 12 サンプルを同時に分析することによ
り、効率的なワークフローを実現します3。抗

図 1. (A) システインおよび (B) リジン結合型抗体薬物複合体（ADC）の概略図。赤い丸は、薬物が結合する可能
性のある部位を示しています。  

体サンプルの正確なサイジングは困難な場合
がありますが、このシステムでは、二次構造に
起因する移動度の違いを補正するために、カ
スタムのサイズキャリブレーションラダーを使
用することができます。これまでの検討では、
mAb の分析時に NIST mAb およびその関連
する抗体フラグメントがラダーとして使用でき
ることが示されており4、ここでは非還元 ADC 
のサイジングに使用しています。このアプリ
ケーションノートでは、システインおよびリジ
ン結合型 ADC の例を用いて、包括的な ADC 
分析での ProteoAnalyzerの機能について紹
介します。

実験方法
市販の ADC サンプルおよび対応する未修飾
の mAb 標準を入手して、ProteoAnalyzer 
を用いた分析用に調製しました。サンプルに
は以下が含まれています。SiLu SigmaMab 
ユニバーサル抗体標準ヒト（Sigma、型番 
MSQC4-1MG）、SigmaMab 抗体薬物複合
体（ADC）ミミック（Sigma、型番MSQC8-
0.5MG）、トラスツズマブ、トラスツズマブデル
クステカン（MedChem Express、型番 HY-

138298A）、およびトラスツズマブエムタンシ
ン（T-DM1）（MedChem Express、型番 p/
n HY-P9921）。サンプルは 10 mg/mL に
再溶解し、さらに Nuclease-free water で 
1.5 mg/mL に希釈しました。サンプル濃度
は NanoDrop により確認しました（設定：
Protein A280、曲線タイプ：other E1 %、吸
光係数：14.3）。 

その後、各サンプルを、Agilent Protein 
Broad Range P240 Kit（型番 5191-6640）
のマニュアルに従い、還元および非還元条件
下の両方で調製しました5。サンプルは、キッ
ト付属の試薬と 70 ℃で 10 分間インキュ
ベートし、共有結合によりラベル化しました。
ProteoAnalyzer を用いて、ProteoAnalyzer 
Broad Range Kit Lowert Marker（LM）only 
method で、還元・非還元抗体を同時分析し
ました。非還元条件では、最適な結果を得る
ために、サンプル注入を 7 kV、6 秒に設定し
ました6。非還元サンプルのサイジング分析は、
NIST mAb をラダーとして使用しました4。 

A) システイン結合型 
ADC

B) リジン結合型 ADC

リンカー
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結果と考察
還元条件下でのシステイン結合型 ADC  
還元条件下でのシステイン結合型 ADC の CE-
SDS 分析では、軽鎖（LC）および重鎖（HC）
を示すことが予想されます。これらのピークに
加え、ペイロード非結合 LC（L0）および 1 分
子のペイロードが結合した LC（L1）の部分的
な分離も観察される場合があります。L0 と L1 
の電気泳動による分離は、ペイロードおよび
抗体のサイズと特性に依存します7、8。

SigmaMab ADC ミミックおよびその未修飾
体である SigmaMab 抗体標準について、還
元条件下で ProteoAnalyzer を用いて分析し
ました。この抗体標準は IgG1 モノクローナ
ル抗体であり、LC および HC を示す2 つの
主要なピークが観察されることが予想されま
す（図 2A）。ADC ミミックは、SigmaMab 抗

体標準に LC-SMCC クロスリンカーを介して
ダンシル蛍光色素分子が結合されています。
ADC の電気泳動プロファイルは、予想される 
LC および HC が観察され、さらに LC は、L0 
および L1 ペイロードに一致する2 つのピーク
に分離されています（図 2B）。 

システイン結合型 ADC の別の例として、トラ
スツズマブにトポイソメラーゼ I 阻害剤であ
るデルクステカンを共有結合させたトラスツ
ズマブ デルクステカンが挙げられます。トラ
スツズマブおよびトラスツズマブ デルクステ
カン ADC は、図 2C～ D に示すように、LC 
および HC の顕著なピークが存在し、さらに
小さな NGHC ピークも存在するという点に
おいて、類似したプロファイルを示しました。
ProteoAnalyzer では、結合型と非結合型の
形態の違いを区別することはできませんでし

たが、LC、NGHC、および HC のピークを分
離することにより、グリコシル化の割合やチオ
エーテルの割合といった CQA の算出が可能
です。 

mAb とシステイン結合型 ADCのサイジング
および濃度解析を 3 回繰り返した結果、高い
再現性が示されました。すべてのサンプルにお
いて、サイジング精度は 2.5 % CV 未満、定量
精度は 10 % CV 未満でした（表 1）。 

C) 還元トラスツズマブ 
 

A) 還元 SigmaMab 抗体標準 B) 還元 SigmaMab ADC ミミック
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図 2. ProteoAnalyzer およびProtein Broad Range P240 Kit を用いた還元条件下での分析 (A) SigmaMab 抗体標準、(B) SigmaMab ADCミミック、(C) トラスツズマブ (D) 
トラスツズマブ デルクステカン  

D) 還元トラスツズマブ デルクステカン 
 

H

L

LM

NGHC

RF
U

00:08:00 00:09:00 00:10:00 00:11:00 00:12:00 00:13:00 00:14:00 00:15:00 00:16:00 00:17:00 00:18:00

Time (HH:MM:SS)

70000

65000

60000

55000

50000

45000

40000

35000

30000

25000

20000

15000

10000

5000

-500

NGHC
L H



4

Size（kDa）
Concentration 
（ng/µL）

mAb chains Appx. size Average %CV Average %CV

還元 SigmaMab 抗体標準

L 25 36.87 0.31 239.65 1.54

NGHC  56.97 0.51 7.40 9.25

H 50 62.60 0.55 830.24 0.99

還元 SigmaMab ADC

L 25 32.80 0.61 190.98 0.41

L 25 37.77 0.40 96.09 0.90

NGHC  58.63 0.43 6.92 1.93

H 50 65.77 0.84 846.18 1.44

還元トラスツズマブ 

L 25 25.80 1.69 523.95 0.28

NGHC  54.17 2.32 18.44 1.37

H 50 60.03 2.11 1267.31 2.77

L 25 27.05 0.26 431.20 0.58

還元トラスツズマブ デルクステカン
NGHC  57.90 0.49 2.59 7.84

H 50 62.25 0.34 869.34 0.85

薬物抗体比
（DAR）

ペイロードの位置 非還元条件下で形成されるフラグメント

0 DAR0 mAb

2

DAR2f HHL L

DAR2h mAb

4

DAR4ff HH 2L

DAR4fh HHL L

DAR4hh 2HL

6

DAR6ffh HH 2L

DAR6fhh HL H L

8 DAR8 2H 2L

表 1. ProteoAnalyzer および Protein Broad Range P240 Kit を用いた還元条件下での平均サイジングおよび濃度（n = 3） (A) SigmaMab 抗体標準、(B) SigmaMab ADC 
ミミック、(C) トラスツズマブ (D) トラスツズマブ デルクステカン  

非還元条件下でのシステイン結合型 
ADC の CE-SDS 分析

非還元 CE-SDS 条件下では、システイン結合
型 ADC は、LC や HC といった特徴的なフラ
グメントのほかに、重鎖-軽鎖（HL）、重鎖-重
鎖（HH）、および重鎖-重鎖-軽鎖（HHL）の
フラグメントを示します。ADC は、抗体に結合
された薬物の数と位置に基づいて、SDS の存
在下で解離します。薬物の存在により、鎖間
のジスルフィド結合が再形成されなくなります
9。システイン結合型 IgG1 ADC で予想される
フラグメントの例を図 3 に示します。ADC サ
ンプルを ProteoAnalyzer で分析し、システイ
ン結合型 ADC サンプルの評価における本シ
ステムの性能を検証しました。非還元条件下
での SigmaMab およびトラスツズマブ ADC 
の電気泳動プロファイルの代表的な例を図 4 
に示します。 

図 3. システイン結合型 IgG1 ADC の位置異性体から予想されるフラグメント



5

SigmaMab 抗体標準では、4 つの主要なピー
クが観察されました。NIST mAb をラダーとし
てサイジングした場合、メインのピークの平均
サイズは 156 kDa であり、これはインタクト 
mAb（HHLL）の予想される分子量である約 
150 kDa に近い値でした。他の 3 つのピーク
は、平均サイズ 35、103、および 131 kDa で、
それぞれ L、HH、および HHL を示していま
す（図 4A、表 2）。SigmaMab ADC ミミック
では、L、H、HL、HH、HHL、および HHLL と
一致するサイズの複数のピークが観察されま
した（図 4B）。L 鎖の領域内には 3 つの明確

なピークが存在しており、これらは異なるペイ
ロードの位置を表していると考えられます。各
ピークの平均サイズと濃度を表 2 に示します。 

トラスツズマブおよびトラスツズマブ デルクス
テカン ADC を図 4C～ D に示します。単量
体のトラスツズマブサンプルは、メインピーク
が約 150 kDa で、これはインタクト mAb、つ
まり HHLL を示しています。また、L、H、HL、
HH、および HHL 鎖と同様のサイズの小さな
ピークも確認できます。これらのピークのサ
イズを、トラスツズマブ デルクステカンのピー
クと比較することにより、サンプルのピーク同

定の信頼性が向上します。非還元分析では、
ADC は 22 および 56 kDa に 2 つの大きな
ピークが確認され、L 鎖および H 鎖の量の増
加が示されました。エレクトロフェログラムの
高分子側にある 3 つの小さなピークの平均サ
イズは 73、100、および 126 kDa であり、こ
れは H、HL、および HH フラグメントを示し
ています。これらの結果から、システイン結合
型 IgG1 ADC は、ProteoAnalyzer を用いて
適切に分析できることがわかります。

図 4. ProteoAnalyzer および Protein Broad Range P240 Kit を用いた非還元分析。NIST mAb をラダーとして使用した (A) SigmaMab 抗体標準 (B) SigmaMab ADC ミミック 
(C) トラスツズマブ  (D) トラスツズマブ デルクステカン 

C) 非還元トラスツズマブ D) 非還元トラスツズマブ デルクステカン

B) 非還元 SigmaMab ADC ミミックA) 非還元 SigmaMab 抗体標準
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表 2. ProteoAnalyzerおよび Protein Broad Range P240 Kit を用いた非還元条件下での平均サイジングおよび濃度（n = 3）NIST mAb をラダーとして使用した (A) 
SigmaMab 抗体標準 (B) SigmaMab ADC ミミック (C) トラスツズマブ (D) トラスツズマブ デルクステカン 

Size（kDa）
Concentration 
（ng/µL）

mAb chains Appx. size Average %CV Average %CV

非還元 SigmaMab 抗体標準

L 25 35.43 1.55 29.79 3.38

HH 100 103.03 3.23 60.92 3.68

HHL 125 131.60 3.23 94.53 2.16

HHL（intact） 150 156.77 3.06 822.93 0.56

非還元 SigmaMab ADC

L 25

24.73 2.07 35.05 3.44

28.63 1.72 79.74 2.03

34.63 2.05 13.51 5.97

H 50 56.53 1.67 104.77 0.89

HL 75 76.10 2.94 105.56 0.46

HH 100 100.20 3.34 213.74 0.26

HHL 125 127.67 4.27 136.89 0.31

HHLL（intact） 150 154.77 3.84 25.37 5.77

非還元トラスツズマブ

L 25 21.77 0.53 6.46 0.68

H 50 48.80 0.35 0.83 9.47

HL 75 72.13 0.21 2.34 6.45

HH 100 98.93 0.21 6.06 4.95

HHL 125 122.50 0.67 34.38 1.89

HHLL（intact） 150 144.20 0.42 1641.45 0.55

非還元トラスツズマブ デルクステカン

L 25 22.37 0.52 280.83 0.97

H 50 56.53 0.51 662.96 1.94

HL 75 73.30 1.21 41.45 2.36

HH 100 100.07 1.01 22.56 2.26

HHL 125 126.03 1.55 4.37 4.60
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リジン結合型 ADC 分析

リジン結合型 ADC には、システイン結合型 
ADC とは異なる分析上の考慮事項がありま
す。非還元 CE-SDS 分析において、リジン結
合型 ADC は、システインジスルフィド結合を
保持しているため、電気泳動プロファイルは、
未修飾の mAb のプロファイルと非常に類似
しています。この類似性により、単量体の純度
および全体的な分子の完全性を容易に評価す
ることができます。 

代表的な例として、SMCC リンカーを介して
抗チューブリン薬 DM1 をトラスツズマブのリ
ジン残基に結合させた ADC である、トラスツ
ズマブ エムタンシン（T-DM1）が挙げられま
す。製造プロセスでは、最初にリンカーを付
着させ中間体 TmAb-MCC を形成し、その後 
DM1 をリンカーに結合させます。この中間体
は、HC と LC の間に非ジスルフィドの共有結

合を形成する場合があり、これは CE-SDS に
より検出することができます。T-DM1 におけ
る抗体 1 分子あたりの薬物負荷分布は 0～
8 の範囲であり、平均薬物抗体比（DAR）は
約 3.5 です。

ProteoAnalyzer を用いた非還元条件下での
トラスツズマブ エムタンシンの CE-SDS 分析
では、約 150 kDa に主なピークが観察され
ますが、これはインタクト mAb と一致してお
り、未修飾のトラスツズマブと類似していま
す（図 5）。さらに、エレクトロフェログラムプ
ロファイルは、顕著なフラグメント化は観察さ
れませんでした。単量体構造の解析により、
ProteoAnalyzer を用いたADC の単量体純度
に関する信頼性の高い CQA 評価が可能にな
ります。

還元条件下での CE-SDS 分析では、予想され
る LC、HC、および高分子量体が認められま

した（図 6）。未修飾のトラスツズマブでは検
出されなかったこれらの高分子量フラグメント
は、非還元 NIST mAb をラダーとして使用し
た場合のサイズは、約 75、100、および 125 
kDa でした（表 3）。これらの存在は、以前報
告されているように、製造時に HC と LC の間
に非ジスルフィドの共有結合が形成されたこ
とを示唆しています2。

リジン結合型 ADC の場合、ProteoAnalyzer 
の感度は、DAR の影響を受ける可能性があ
ることに注意することが重要です。すべての
リジン残基がペイロードに結合されている場
合、色素が結合できるリジンが不足するため、
ADC の検出が困難になる可能性があります。

図 5. ProteoAnalyzer および Protein Broad Range P240 Kit を用いた非還元 CE-SDS 分析。ラダーとしてNIST mAb を使用した 
(A) エレクトロフェログラムの重ね表示トラスツズマブ（黒）トラスツズマブ エムタンシン（青）の(B) ゲルイメージ 
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図 6. ProteoAnalyzerおよび Protein Broad Range P240 Kitを用いた還元 CE-SDS 分析。ラダーとして NIST mAb を使用した 
(A) エレクトロフェログラムの重ね表示トラスツズマブ（黒） トラスツズマブ エムタンシン（青）(B) ゲルイメージ 

表 3. ProteoAnalyzerおよび Protein Broad Range P240 Kit を用いた非還元および還元条件下でのトラスツズマブ エムタンシンの平均サイジングおよび濃度（n = 3）ラダー
として NIST mAb を使用した。 

Size（kDa）
Concentration 
（ng/µL）

mAb chains Appx. size Average %CV Average %CV

非還元トラスツズマブ エムタンシン

L 25 22.30 1.35 3.79 5.69

H 50 50.70 1.71 0.45 5.24

HL 75 72.63 0.65 1.41 3.43

HH 100 100.03 0.74 2.78 1.42

HHL 125 123.83 1.02 17.03 2.06

HHLL（intact） 150 146.97 0.89 965.88 1.44

Impurity  225.70 0.94 12.69 2.64

還元トラスツズマブ エムタンシン

L 25 21.50 0.47 267.45 0.26

NGHC 51.33 0.22 12.70 1.68

H 50 55.13 0.21 652.78 0.71

HL 75 71.03 0.16 69.48 0.44

Impurities 88.60 0.20 7.49 3.10

Impurities 97.43 0.41 21.04 3.88

Impurities  115.27 0.70 5.29 1.99
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まとめ
Agilent ProteoAnalyzer system は、CE-
SDS 分析によるシステイン結合型 ADC の詳
細な特性解析が可能です。還元条件下では、
エレクトロフェログラムに LC、HC の明確な
ピークが示されており、場合によっては、ペイ
ロードの有無（L0 および L1）により部分的
に分離した LC も観察されます。これらの結果
は、薬物複合化により生じる不均一性を明確
に示しており、このシステムのサイジングおよ
び定量における精度が高いことを実証してい
ます。

非還元 CE-SDS 分析では、LC、HC、HL、
HH、HHL 鎖などの特徴的なフラグメントがさ
らに区別されており、位置異性体に関する知見
が得られます。このデータを HIC と組み合わ
せることにより、平均 DAR とペイロードの位
置を完全に特性解析することができます。これ
らのフラグメントの存在および相対量は、予想
される分子量および分子構造と一致しており、
このシステムが複雑な ADC 混合物を分離でき
ることを示しています。また、これらの結果か
らProteoAnalyzer がシステイン結合型 ADC 
の堅牢で再現性の高い分析を実現しており、純
度評価と構造特性解析の両方をサポートする
ことが示されています。

トラスツズマブ エムタンシンなどのリジン結合
型 ADC の CE-SDS 分析により、非還元条件
での泳動プロファイルが未修飾 mAb のプロ
ファイルと非常に類似しており、単量体純度の
評価が可能です。還元プロファイルから、固有
の架橋体が認められ、複合化ケミストリーが抗
体構造に及ぼす影響に関する知見が得られて
います。完全な特性解析を実施するためには、
CE-SDS を HIC などの分析メソッドと追加で
組み合わせる必要があります10。

こ の ア プ リケ ー ションノート で は、
ProteoAnalyzer がシステインおよびリジン結
合型 ADC の両方に対して、詳細で再現性の
高い分析を実現することを示しています。この
システムは、フラグメントの分離、サイジング、
定量が可能であり、純度評価と構造特性解析
の両方をサポートしているため、ADC の開発
および品質管理において有用なツールになり
ます。
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