
はじめに
バイオ医薬品タンパク質の定量は開発過程の様々な段階で必要とされます。バイ

オ医薬品ライフサイクルのフェーズや特定の目的によって、目的タンパク質の概算

定量（+/- 10%）から不純物定量のような目的タンパク質の1%未満の定量レベル

が要求されるものなど、様々な定量が行われます。このような多様な要求に対応

するため、分析の最適なレンジを決定するのみならず、必要なダイナミックレン

ジでの測定が容易に、高い信頼性の下に行えることを保証する必要があります。

BEH300 C4カラムは UPLCⓇの高分離能をタンパク質分析に適応できるように設計

されたカラムです。本アプリケーションでは、BEH300 C4カラムを用いて市販のモ

ノクローナル抗体を定量し、直線性をもつ定量範囲を検討した結果をご紹介しま

す。あわせて、微量不純物の検出および定量についてもご紹介します。
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ウォーターズのソリューション
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ペプチド用ニードル（P/N 205000507）

425 µLペプチド用ミキサー（P/N 205000403）

BEH300 C4カラム , 1.7 µL, 2.1x50 mm 
（P/N 186004495）
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アプリケーションの利点

■ モノクローナル抗体の再現性の高い逆相分離

■ 最小のキャリーオーバとメモリー効果

■ 4桁以上のダイナミックレンジ

■ 抗体の微量定量（混合物中の1%）
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実験方法

試料：直線性評価サンプル：ヒト化 IgG4を 0.1%TFA

に 溶 解 し、0.05、0.1、0.5、1.5、7.5、10、20、

30、40、50 µg注入（注入量 3.3 µL）。

微量不純物定量評価サンプル：ヒト化 IgG4 50 µg 

（一定）に、0.1%、0.2%、0.5%、1%、2.5%、5%

のマウス IgG1を添加して注入（注入量 3 µL）。

LC条件
LCシステム : WatersACQUITY UPLCシステム 

（ペプチド用ニードル、425 µL 

ペプチド用ミキサー使用）

検出器 : ACQUITYⓇ TUV検出器

バイアル : Waters LCGC品質証明 トータル 

リカバリーバイアル 

（P/N 186000384c）

カラム : ACQUITY UPLC BEH300 C4カラム 

2.1x50 mm, 1.7 µm 

（P/N186004495）

カラム温度 : 80 ℃

サンプル温度 : 10 ℃

注入量 : 3 µLまたは 3.3 µL

注入モード : パーシャルループ

流速 : 0.2 mL/min

移動相 A: 0.1 % TFA/水

移動相 B: 0.1 % TFA/イソプロパノール

弱洗浄溶媒 : 0.1 % TFA/5%アセトニトリル

強洗浄溶媒 : 0.1 % TFA/75%アセトニトリル

シールウォッシュ : アセトニトリル /水 =50:50

グラジエント : 20-37 % B/14.7 分 ; 

洗浄 90 %B, 1分 ; 

再平衡化 20 %B, 13 分

検出 : UV 220 nm, 280 nm

データ管理
ソフトウェア :  EmpowerTM 2 CDS

結果および考察
タンパク質分析では、高感度で、低濃度のタンパク質の検出が可能であるため、し

ばしば低波長（220 nmなど）でのUV検出が利用されます。しかし、検出器が飽和状態

に達するため、ダイナミックレンジは50倍程度の濃度範囲に限定されます（図1）。

2.1x50 mmカラムに対し、タンパク質を注入した場合、波長220 nmで5から7.5 µgの間

で検出器は飽和します。等負荷量、等注入量でヒト化IgG4を注入し、220 nmと280 nm

で検出すると、ピーク高さは少なくとも10倍異なります（図2）。280 nmではピーク高

さが減少するとともにベースラインの特性も変化します。直線性範囲の下限値、す

なわち定量下限値は、ドリフトや検出器ノイズにも依存します。ノイズについては2波

長とも同等で、0.00002 AU程度ですが、ドリフトは220 nmで10倍ほど大きくなります。

このようなベースラインの変形はピークの正確な積分に直接的な影響を及ぼしま

す。280nmでは、飽和上限を大きくし、ベースラインの変形を減少させることで使用

可能なダイナミックレンジを拡大することが可能となります。

図 1. 220 nmで検出したリニアダイナミックレンジの上限、下限でのヒト化 IgG4のクロマトグラム
カラムあたり5 µg以上注入した場合に検出器の飽和が見られる。
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UV 280 nmでのリニアダイナミックレンジの決定にはヒト化IgG4を用い

ました。負荷量は0.1から50 µgの範囲で10点とり、タンパク質を一定

の注入量3 µLで3回分析しました。280 nmでは検出器の飽和限界以下

で最大50 µgを負荷することができ、変異体も検出されました。テスト

した全範囲でR2=0.994の直線性が得られ、注入誤差は全分析で2%以

下となりました（表1）。

定量試験の評価はキャリーオーバがない状態で行われなければなり

ません。これまで、特にタンパク質分析においては、キャリーオー

バが問題となってきました。アプリケーション作成にあたって、装置

の流路系とカラムの 2点についてキャリーオーバを考慮する必要が

あります。カラムに関連したキャリーオーバまたはメモリー効果は、

試料を分析した後、次の試料を注入せず、すぐに 2回目のグラジ

エントを行うことで測定できます。この 2回目のグラジエントデータ

における、目的ピークの溶出時間に相当する時間のピークを測定し

ます。表 1（図 3）に示した一連の分析でもこの方法を用いました。

すべての負荷量においてカラムでのキャリーオーバは 0.2%未満で、

この値は定量限界の20%未満でした。最小限のキャリーオーバで0.1

から 50 µgまでのタンパク質を定量することができるこの分析法は、

低濃度の不純物の測定についても正確で一貫性のある分析法と言

えます。

図 2. 220 nmと280 nm検出におけるモノクローナル抗体 5 µgのクロマトグラム比較
ピーク高さは約10倍異なる。中枠に、タンパク質ピークが溶出する前1分間の
ベースラインを拡大して示した。220 nmでは、280 nmデータと比較し、約14倍
ドリフトが増大。

図3.キャリーオーバに対する負荷量の影響
50 µgのヒト化IgGを分析した後、試料を注入せずに続けて2回目のグラジエント 
を行ったクロマトグラムを示す。35分付近に溶出している物質がメモリー 
効果を表している。図中の表にすべての条件でのキャリーオーバの測定値を、 
1回目のグラジエントで検出されたピーク面積を100%とした面積比として示す。

表 2. IgG製剤中の異種タンパク質の微量定量
各濃度について 5回注入を実施。測定された主成分（API）に対する%面積を
理論値と比較。APIおよび微量不純物の面積値再現性も各濃度について示した。

表 1. ヒト化 IgG4 0.1から 50 µg、3回注入の平均面積値（注入量は 3 µLで固定）
全範囲での直線性は R2=0.994。3回注入の %RSDは 2%未満。

Amount on 

Column (µg)
Average Area Area % RSD

0.1 39848 1.91

0.5 285091 1.66

1.0 566568 1.47

5.0 2634778 0.52

7.5 3945844 0.08

10.0 5526662 0.03

20.0 9954028 0.21

30.0 14643136 0.88

40.0 22532273  0.79

50.0 27894201 1.10

Impurity API

Nominal %  
of API

Measured %  
of API

Area  
% RSD

Area  
% RSD

1.0 0.94 1.61 0.83

2.50 2.48 1.05 0.36

5.00 4.88 2.43 2.78

%RSD values based on 5 replicates
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ここまでの実験では逆相クロマトグラフィーによって 1本のタンパ

ク質ピークを定量する方法を示しました。バイオ医薬品開発過程の

段階によっては、混合物中にある特定のタンパク質を定量する必要

性も生じます。最も多いのは、多量のタンパク質が存在する中で、

少量の不純物タンパク質を定量するケースです。このようなケース

を想定し、一連の IgG試料を添加した実験を行いました。50 µgのヒ

ト化 IgGを主成分と仮定し、主成分に対して 1-5%のマウス IgGを添

加して分析しました。表 2に示しましたように、不純物の定量値は

高い再現性をもって理論値と一致する結果となりました。

結論
高い感度と分離を実現する逆相クロマトグラフィーは、タンパク質

の特性解析において優れた分析手段となります。保持時間やピーク 

形状を変化させることなく幅広いタンパク質濃度で安定した分析を

行うことが可能です。BEH300 C4カラムの使用により、モノクロー

ナル抗体分析についても容易に信頼性、再現性の高い定量結果

が得られます。カラムのキャリーオーバが小さいことにより、定量

結果の正確さをより高いものにします。ACQUITY UPLCと BEH300 C4 

カラムをあわせて利用することにより、タンパク質バイオ医薬品の

ライフサイクル全体にわたって迅速で信頼性の高い結果を獲得する

ことができます。
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