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要約

モノクローナル抗体（mAb）サンプルの凝集を分析するための、酢酸アンモニウム移動相を⽤いた UV 吸光度検出を使

⽤する 4 分間での⾼分離能サイズ排除（SEC-UV）分析法を紹介します。迅速⾮変性 SEC-UV 分析法は、バイオ医薬品

における細胞培養、精製、製剤開発の⽀援において有⽤です。さらに、酢酸アンモニウム（AMA）移動相を使⽤する迅

速 SEC-UV 分析法も、⾮揮発性の塩およびバッファー（NaCl、リン酸など）で構成される従来のサイズ排除クロマト

グラフィー（SEC）移動相を使⽤するよりも、LC-MS 分析専⽤の LC システムにより効率的に導⼊できます。SEC 分析

法には ESI-MS 検出も使⽤できますが、AMA 濃度と流速が⾼いため、MS データの質が低下します。

このアプリケーションでは、SEC を効果的に使⽤して、プロテイン A 精製 mAb サンプル中の、製品の安全性と有効性

に影響する可能性のある⾃⼰会合または凝集した mAb 不純物をモニターしました。プロテイン A ベースの mAb 精製

の⾃動化を、Andrew+™ ピペッティングロボットを使⽤して実現させました。ハイスループット SEC-UV 分析法では、

ACQUITY™ Premier Protein SEC（250 Å、1.7 µm、4.6 × 150 mm）カラム、流速 0.50 mL/分の 200 mM 酢酸アンモ

ニウム移動相を使⽤し、UV 吸光度検出（280 nm）を⾏いました。分析法の性能と頑健性を、BioAccord™ LC-

MS（ESI-Tof）システムに加えて、スタンドアローンの ACQUITY Premier UPLC™ システムで評価しました。 

アプリケーションのメリット

プロテイン A 精製細胞培養サンプル、アップストリームの精製サンプル、製剤安定性試験⽤サンプル中の mAb の 

HMW および LMW サイズバリアントの 4 分間迅速 SEC-UV 分析 

■

濃度 0.5 mg/mL 以上で UPLC-MS システムにも適合する、mAb サンプルの効果的な SEC-UV 分析■
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3 か⽉間にわたって 700 回を超える分析に実使⽤したカラムの寿命の実証■

はじめに

治療⽤タンパク質の製品の安全性と有効性に影響する可能性がある、⾃⼰会合または凝集した mAb 不純物のモニタリ

ングには、SEC が頻繁に使⽤されています1。 以前の研究で、Waters ACQUITY Premier Protein SEC 250 Å、1.7 µm 

カラムを⽤いることで、迅速でハイスループット（HT）のサイズ排除クロマトグラフィー（SEC）分析機能により、低

イオン強度で頑健で⾼分離能の分離が⾏えることが実証されています2,3。 この試験では、これらの機能が、LC-MS 装

置に適合する酢酸アンモニウム（AMA）移動相を使⽤して、プロテイン A 精製 mAb サンプルの HT SEC-UV 分析の開

発に適⽤されました。

AMA はネイティブ SEC-MS 分析で汎⽤的に使⽤されていますが、私たちはこれを SEC-UV 分析における移動相の塩と

して選択しました。その理由は、リン酸ナトリウムや塩化ナトリウムなどの従来の SECバッファー成分と⽐較して、

LC-MS 装置との適合性が⼤幅に優れているためです。さらに、AMA は⾼濃度では静菌性があることが報告されていま

す4。 このことは、AMA について特に評価されていませんが、微⽣物汚染が起こりやすいリン酸やその他の⽣物学的バ

ッファーシステムと⽐較して有益である可能性があります。

さらに、プロテイン A 精製メソッドの⾃動化に焦点を当てた並⾏試験の⼀環として、3 か⽉以上にわたって⾏われた 

700 回を超える分析について得られたカラム寿命のデータも、カラム間の再現性の結果とともに紹介します。

実験⽅法

サンプルの説明

mAb は、さまざまなソースから⼊⼿し、リン酸バッファー⽣理⻝塩⽔（PBS）で表⽰濃度に希釈しました。これらに

は、インフリキシマブ、リツキシマブ、ナタリズマブ、セツキシマブ、トシリズマブ、NISTmAb RM-8671、そして 2 

サンプルのトラスツズマブ、トラスツズマブ（Herceptin™）、トラスツズマブ-anns（Kanjinti™）が含まれていまし

た。

LC 条件

ACQUITY Premier UPLC（バイナリーまたはクオータ

ナリーソルベントマネージャー（BSM または QSM）

LC システム：
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と CH-A カラムヒーターを搭載）または BioAccord™ 

LC-MS（ESI-ToF）システム

検出： ACQUITY UPLC TUV 検出器（5 mm チタンフローセ

ル付き）、

波⻑：280 nm

バイアル： ポリプロピレン 12 × 32 mm スクリューネックバイ

アル（キャップ付きおよびスリット⼊り PTFE/シリコ

ーンセプタム付き）、容量 300 µL、100 個⼊り（製

品番号：186002639）

カラム： ACQUITY Premier Protein SEC 250 Å、1.7 µm、4.6 

× 150 mm カラム + mAb サイズバリアント標準試料

（製品番号：176004783）

カラム温度： 25 ˚C

サンプル温度： 6 ˚C

注⼊量： 5 µL または指⽰どおり

流速： 0.5 mL/分

移動相： 酢酸アンモニウム、LC-MS グレード（Supelco 

LiChropur™、LC-MS ⽤溶離液添加剤、73594）、0.1 

µm 滅菌フィルターでろ過、200 mM または指⽰どお

り

データ管理

クロマトグラフィーソフトウェア： Empower™ 3（FR 4）および UNIFI™ バージョン 

2.1.2.14
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結果および考察

分析法開発

この試験の⽬的は、LC-MS 分析専⽤の UPLC システムに容易に導⼊できる、mAb 凝集体の分析向けの HT ⾮変性 SEC-

UV 分析法を開発することでした。200 mM の AMA 移動相を使⽤することでこの⽬標が達成され、試験した 7 種類の 

mAb すべてで効果的な分離が得られました。流速 0.5 mL/分を選択したため、分析時間は 4 分になりました。

昇華点が 120 ℃ で、LC-MS 向けに⾼純度のものを⼊⼿できる AMA を、揮発性で MS に対応できる塩として選択しまし

た。AMA は、滴定せずに pH 約 7.0 で使⽤しました。この pH では緩衝能がほとんどありませんが、酢酸（pKa 4.75）

は pH 6.0 未満で、アンモニウム（pKa 9.25）は pH 8.0 超で、それぞれ最⼤値の 5% 以上の緩衝能を発揮すると予測さ

れます。⼀連の mAb について、100 mM 〜 300 mM の AMA 濃度を評価しました（図 1）。mAb サンプルは、元の表

⽰濃度に基づいて、PBS で 1.0 mg/mL に希釈しました。HMWS の相対存在量が約 1% またはそれ以下の mAb サンプ

ルには注⼊量 5 µL を使⽤し、HMW レベルがそれより⾼い mAb サンプルには、各 mAb で同程度の HMWS のロード量

にするために、より少ない注⼊量を使⽤しました。

150 mM 以上の AMA 濃度では、評価したすべての mAb において、同等のプロファイルと HMWS のピーク⾯積が⾒ら

れました。⼀⽅、100 mM AMA 移動相では、HMWS フォームのピーク⾯積の減少が両⽅のトラスツズマブサンプルで

認められました。トラスツズマブでは HMWS2 の減少が最も顕著で、HMWS のピーク⾯積の減少は、程度は低いもの

の、トシリズマブおよび NISTmAb でも⾒られました。これらの結果に基づいて、試験したすべての mAb について頑

健な分離が得られる 200 mM AMA を最適な移動相として選択しました。低分⼦量の mAb フラグメント（LMWS1 およ

び LMWS2）も観察されました。⼤部分の mAb サンプルにおいて、微量の LMWS が存在して分離が困難でしたが（

LMWS1 が 0.7 % 未満、LMWS2 が 0.1 % 未満）、150 mM 〜 250 mM AMA で⼀貫した分離が得られました。

流速 0.5 mL/分を選択したため、分析時間は 4 分になりました。この流速で有効な分離が達成され、さらに、LC-MS シ

ステムに導⼊した場合に MS ダイバートバルブへの接続によって発⽣する UV フローセルでの過度の圧⼒が回避されま

した。
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図 1.  いくつかの mAb サンプルについて濃度 100 mM 〜 300 mM の AMA 移動相を使⽤して得られた SEC-UV クロマト

グラムを⽰します。特に記載されていない限り、注⼊量は 5 µL でした。サンプルは、（A1）トラスツズマブ-anns、

（A2）トラスツズマブ、（B）セツキシマブ（0.5 µL）、（C）ナタリズマブ（1 µL）、（D）トシリズマブ、（E）リ

ツキシマブ、（F）インフリキシマブ、（G）NISTmAb RM-8671（1.5 µL）でした。分析した調製物はすべて有効期限

を過ぎていました。データは ACQUITY Premier QSM UPLC で収集しました。

分析法の評価

サンプル濃度 0.5 〜 2.0 µg/µL の mAb で、HMWS サイズバリアントおよび LMWS サイズバリアントについて⼀貫した

相対ピーク⾯積が観察されました。サンプル濃度の影響を評価するために、濃度 0.5、1.0、2.0 µg/µL のトラスツズマ

ブを評価しました。結果を図 2 に⽰します。3 種類の HMWS サイズバリアント（HMWS2、HMWS1、HMWSs）および 

2 種類の LMWS サイズバリアント（LMWS1 および LMWS2）について、クロマトグラフィープロファイルで⼀貫した

相対ピーク⾯積が観察されました。HMWS1 と HMWS2 は主に⼆量体および多量体の⾃⼰会合 mAb です。HMWSs と

して同定されたピークは確定的な同定には⾄りませんでしたが、LMWS mAb フラグメントが含まれる⾃⼰会合の結果

として⽣じたものと疑われます。LMWS1 は主に Fab ドメイン（約 100 KDa）が 1 つ⽋落した mAb であり、LMWS2 

は主に Fab と Fc の混合物（約 50 KDa）です。 
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図 2.  濃度 0.5、1.0、2.0 mg/mL で評価したトラスツズマブの SEC-UV クロマトグラムと定量結果を⽰します。エラー

バーは得られた値の範囲を表します（n=3）。注⼊量は 5 µL で、分析した調製物はすべて有効期限を過ぎていました

。データは ACQUITY Premier QSM UPLC で収集しました。 

この試験での注⼊量は 5 µL です。この試験では詳細に調査していませんが、注⼊量を増やす、より⾼感度の波⻑（例

：214 nm）の UV 吸光度を使⽤する、内因性のタンパク質蛍光の検出を使⽤する、などにより検出下限を下げること

ができます。

サイズバリアントの相対的定量におけるこの分析法の有効性は、2 種類のトラスツズマブサンプルの混合物を使⽤して

も確認されました（図 3）。この評価では、図 1 に⽰す 2 種類のトラスツズマブ調製物（トラスツズマブ-anns および

トラスツズマブ）を、個別および 1：1（v：v）混合液として分析しました。使⽤した主に 80 ℃ で約 10 年間保存され

ていたトラスツズマブサンプルは、サンプル原液の SEC 分析に基づいて、トラスツズマブ-anns サンプルよりも⾼い

合計 mAb 濃度を⽰しました。結果として、この 1：1（v：v）混合液は、重量ベースで 56.1% のトラスツズマブ、

43.9% のトラスツズマブ-anns から成ると判定されました。HMWS2、HMWS1、LMWS1、および LMWS2 のサイズバ

リアントについて、1% を下回るまたは 1% に近い相対レベルの機能応答曲線が得られました。

この試験では、部分的に分離したピークにベースラインまで垂線を引く波形解析を使⽤しました（図 3）。この⽅法は

⼀般に、はるかに存在量が多い（100 倍⼤きい）先⾏するメイン（モノマー）ピークから部分的に分離した LMW1 な
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どのピークの割合を過⼤評価しますが、ベースラインまで垂線を引く⽅法により通常、信頼性の⾼い⾃動積分アルゴリ

ズムがより容易になる傾向があります。ただし、これは 2 つのピークの間の⾕が検出できる場合のみです。この⾕が存

在するかどうかは、クロマトグラフィー分離の質により異なり、さまざまな変数のうちでも特に、移動相の有効性、カ

ラムの分離能、LC のバンド拡散、および低レベルの成分の相対存在量の影響を受けます5。 これらの試験では、5 σ 

UPLC のバンド拡散は 12 µL を下回っていました。例えば、この分析法では、LMW1 バリアントの定量値は、トラスツ

ズマブ-anns サンプルで⾒られたレベル（0.6%）を下回らないと予想されます。

図 3.  トラスツズマブ、トラスツズマブ-anns、およびこれら 2 サンプルの混合物の SEC-UV クロマトグラムと定量結果

を⽰します。注⼊量は 5 µL で、分析した調製物はすべて有効期限を過ぎていました。これらの UV データは BioAccord 

LC-MS（ESI-Tof）システムで収集したものです。クロマトグラフィーの条件は本⽂に記載しています。

この HT 分析法の主な⽤途の 1 つである、プロテイン A アフィニティー精製 mAb サンプルの試験も実証されました。

この評価のため、トラスツズマブ-anns のサンプルを PBS 中で 1 µg/µL になるように調製し、清澄化した遺伝⼦導⼊

していない CHO 細胞培地（NTM）に 1 µg/µL になるようにスパイクしました。NTM は Syd Labs, Inc. によってスピ

ナーフラスコ中に遺伝⼦導⼊していない CHO-K1 細胞を使⽤して調製されたもので、2 〜 15 ⽇⽬にフラスコから使⽤

済み培地を回収し（平均細胞⽣存率 約 90%）、プールして 0.2 µm フィルターでろ過しました。次に、スパイクを⾏

った 2 サンプルを、Andrew+ ピペッティングロボット（Andrew Alliance™）を使⽤してプロテイン A 精製しました。

簡単に説明すると、Pall の 0.2 µm Supor™ メンブレンフィルター付き 96 ウェル AcroPrep™ プレートに分注した 

Cytiva MabSelect™ レジン（約 15 µL）を使⽤してサンプル（各 120 µL）を捕捉しました。サンプルは、オービタル

プレートシェーカー（1200 rpm）上で 20 分間結合させ、PBS で洗浄した後、30 µL の 100 mM グリシン（pH 3）で

溶出し（静⽌保持時間 5 分間）、10 µL の 1.0 M TRIS（pH 7.5）で中和しました。回収率は、NTM スパイクサンプル
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で 94.4%（6.1 %RSD、n=8）、PBS スパイクサンプルで 90.8%（6.9 %RSD、n=8）でした。

SEC 分析法の有効性は、対照のトラスツズマブ-anns サンプルおよびプロテイン A 精製サンプルについて測定されたサ

イズバリアントの相対存在量によって実証されました（図 4）。SEC 分析法に関して、%RSD 値（n=3）は、HMWS1 

では 0.9% RSD、LMWS1 では 2.4% RSD、微量レベルの LMWS2 では 7.9% RSD で、対照サンプル中のサイズバリアン

トの相対存在量が再現性よく測定されていることを⽰しています。2 セットのプロテイン A 精製サンプルについて得ら

れた結果では、HMWS1（3.5% RSD）、LMWS1（2.8% RSD）、LMWS2（24.7% RSD）と最⼤変動がより⼤きくなり

ました（n=8）。これらの変動が⼤きいのは、プロテイン A 精製と SEC 分析法によって導⼊された変動の組み合わせに

起因する可能性があります。
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図 4.  タンパク質 A 精製トラスツズマブ-anns の SEC-UV 定量結果の評価を⽰します。PBS（n=8）および遺伝⼦導⼊し

ていない CHO 細胞でコンディショニングした培地（NTM、n=8）にスパイクしたトラスツズマブ-anns を、スパイクコ

ントロール（n=3）と⽐較しています。クロマトグラフィーの条件は本⽂に記載しています。エラーバーは得られた値

の範囲を表します。データは ACQUITY Premier BSM UPLC で収集しました。

これ以上の調査はこの試験の範囲外でしたが、使⽤したプロテイン A ベースの mAb 精製⼿順は、トラスツズマブ-

anns の HMWS の結果に多少のバイアスを⽣じさせています。微量（0.05% 未満）の HMW2 がアーティファクトとし

て⽣成し、HMW1 の回収が部分的になっています。HMW1 サイズバリアントの絶対回収率は、プロテイン A 精製プロ

セスで追加の HMW1 フォームが⽣じないと仮定すると、スパイクを⾏った NTM サンプルでは 68%、スパイクを⾏っ

た PBS サンプルでは 59% と推定されました。プロテイン A アフィニティー精製を使⽤する場合の HMW mAb バリア

ントの定量的回収に関する課題は、より精度の⾼い LC ベースの⽅法を導⼊した場合でも⽣じることが以前に報告され
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ています6。

全体として、これらの結果は、⼀般的なタンパク質の配合バッファー中でも中和したプロテイン A 溶離バッファー中で

も、開発した SEC-UV 分析法が低サンプル濃度範囲（0.5 mg/mL 以上）の mAb サイズバリアントの測定に有効である

ことを⽰しています。最終的な分析法の分析時間は 4 分で、この間に、試験する mAb の HMW フォームを回収および

分離でき、評価する複数の mAb の低分⼦量（LMW）サイズバリアントを分離することができます。この分離には ESI-

MS 検出が使⽤できますが、AMA 濃度と流速が⾼いため、MS データの質が低下することに注意が必要です。

分析法の信頼性

分析法の信頼性の主要要素は、時間が経過しても保たれるカラム性能とカラム間再現性の 2 つです。3 か⽉以上にわた

って 700 を超えるサンプルの分析に AMA 移動相を使⽤した場合のカラム寿命を計画外で評価しました（図 5）。この

期間にわたって、カラムには、複数回の停⽌と開始や⻑期間使⽤しない時期があり、さまざまなプロテイン A 精製サン

プル、部分精製サンプル、さらには粗細胞培養サンプルに曝されています。カラムの初期と後期のパフォーマンスを⽐

較すると、初期の分離の多くが保持されているものの、全体的な保持にわずかなシフトが観察されました。多量体 

HMW2 の存在量が少なくなっていることも分かります。ほぼ同時に同じトラスツズマブサンプルを使⽤し、このカラ

ムと新しいカラムとで性能が同等であることを考慮すると、これは主にサンプルの安定性によるものと考えられます（

図 6）。さらに、⽐較のために使⽤した新しいカラムにも、後で製造された粒⼦が充塡されていました。まとめると、

これらの結果は、これらのカラムで⾼性能が維持され、信頼性の⾼いカラム間性能が得られることを⽰しています。 
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図 5.  200 mM 酢酸アンモニウム移動相を 0.3 〜 0.5 mL/分の流速で使⽤する場合の、実使⽤での SEC カラムの寿命。

トラスツズマブ（PBS 中 1 mg/mL）についての 3 か⽉間の 700 回を超える分析にわたるクロマトグラムの⽐較。クロ

マトグラフィーの条件および詳細なディスカッションは本⽂に記載しています。これらのデータは、ACQUITY Premier 
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BSM UPLC で流速 0.3 mL/分で収集しました。

図 6.  カラム間再現性が、数か⽉隔てて製造された異なるロットの SEC 粒⼦を充塡した 2 本のカラムで実証されました

。評価したサンプルは、1 mg/mL（PBS）のトラスツズマブ-anns およびトラスツズマブです。200 mM 酢酸アンモニ

ウム移動相を流速 0.5 mL/分で使⽤しました。カラム 1 は 3 か⽉間で 700 回以上の分析に使⽤され、カラム 2 のデータ

は 20 回の分析の後に⽣成されました。クロマトグラフィーの条件および詳細なディスカッションは本⽂に記載してい

ます。エラーバーは得られた値の範囲を表します（n=2）。データは ACQUITY Premier BSM UPLC で収集しました。

結論

迅速⾮変性サイズ排除クロマトグラフィー（SEC）分析法は、バイオ医薬品の細胞培養および精製プロセスの開発、な

らびに原薬および薬物製剤の開発の⽀援に有⽤です。さらに、酢酸アンモニウム移動相を使⽤する迅速 SEC-UV 分析法

も、⾮揮発性の塩およびバッファー（NaCl、リン酸など）で構成される従来の SEC の移動相を使⽤するよりも、LC-

MS 分析専⽤の LC システムまたはカラムにより効率的に導⼊できます。
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具体的には、このアプリケーションでは、流速 0.50 mL/分の 200 mM 酢酸アンモニウム移動相および UV 吸光度検出

（280 nm）を使⽤する ACQUITY Premier Protein SEC（250 Å、1.7 µm、4.6 × 150 mm）カラムでの、モノクロー

ナル抗体のサイズバリアント（凝集およびフラグメンテーション）分析に⽤いるハイスループット（分析時間 4 分）

SEC-UV 分析法を最適化することに成功しました。信頼性の⾼い分析法の性能について、BioAccord LC-MS（ESI-

Tof）システムに加えてスタンドアローンの ACQUITY Premier UPLC システムも評価し、両⽅とも拡散容量の低いシス

テムでした。

さらに、3 か⽉間にわたる 700 回以上の分析でのカラム寿命の性能、およびカラム間の再現性も実証されました。この

評価では、移動相は 0.1 µm フィルターで滅菌ろ過し、サンプルは個別に、または使⽤したプロテイン A 精製⼿順の⼀

部として、0.2 µm フィルターでろ過しました。これにより、カラムが汚れる可能性が⼤きく低減します。ただし、顕

微鏡で⾒える微粒⼦やより⼤きい微粒⼦が分析する開発サンプルに⼤量に含まれている場合は、ガードカラム（

MaxPeak™ Premier Protein SEC Guard、250 Å、製品番号：186009969 <

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/columns/186009969-maxpeak-premier-protein-sec-guard-250a-

25--m-46-x-30-mm-1-pk.html> ）や遠⼼分離などのサンプル前処理の使⽤が推奨されます。
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