
目的
ガードカラムの使用により、ACQUITY UPLCⓇ 

BEH200 SEC, 1.7 µm カラムの長期安定性が改

善することを実証する。

背景
サイズ排除クロマトグラフィー （SEC） は、通常、

タンパク質ベースの医薬品の凝集体やサイズ変

異体の分析に用いられます。特に関心がもたれ

るのは、免疫原性に関係があると考えられてい

る溶解性のある凝集体で、様々な化学的、物

理的条件がバイオ医薬品の凝集体量に影響を与

えることが数々の研究で示されています。この

ような影響を減少させるため、一般的にタンパ

ク質ベースの医薬品には添加剤や安定剤が添加

されます。このような添加剤は長期間における

カラム安定性を悪化させ、その結果、保持時

間、ピーク形状、分離パターンが変化し、不正

確な定量結果を招きます。カラムを回復させる

ために様々な洗浄方法が用いられますが、洗浄

には時間がかかることが多い上に、結局効果が

ない場合もあります。最後の手段として頻繁な

カラムの交換を行うことになりますが、これは高

いコストを課し、分析を遅延させてしまいます。

SECカラムの長期的安定性を増大し、時間とコ

ストを節約していただくツールとして、ACQUITY 

UPLC BEH200 SEC, 1.7 µm ガードカラムをご紹介

します。

ソリューション
生体高分子を対象とした UPLCⓇ SECセパレーションは、ACQUITY UPLC H-Class Bio

システムと 2 µm以下の充填剤を用いた ACQUITY UPLC BEH200 SECカラムとを融

合させることにより実現します。ACQUITY UPLC BEH200 SECカラムに使用されて

いる充填剤は、化学的耐性が高く、何百回にもおよぶ注入に耐えうる機械的耐性

も併せ持っていますが、試料に含まれる様々な成分がカラムに悪影響を及ぼす場

合もあります。BEH200 SECカラムにガードカラムを装着することで、添加剤存在

下においても何百回もの注入に耐えられるようカラムの安定性を高めることが可能

です。

本アプリケーションで示す実験では、タンパク質標準品、ウラシル、マウスモノク

ローナル抗体 （mAb） を BEH200 SEC, 1.7 µm, 4.6x150 mmカラム単独と、カラム 

と同じ充填剤を使用したガードカラム （4.6x30 mm） を装着した BEH200 SEC, 

1.7 µm, 4.6x150 mmカラムとで分析しました。試料とした mAbはポリソルベート 

80、スクロース、リン酸ナトリウムを含む代表的なバイオ医薬品製剤の添加剤

で希釈しました。BEH200 SECカラム単独で 500回以上、ガードカラムを接続し

た BEH200 SECカラムでは 900回以上の試料注入を行いました。ガードカラムは

200回注入ごとに交換しました。BEH200 SECカラム単独で分析した場合、550回

注入後、mAbモノマーのカラム効率 （理論段数） は 5000段から 3000段に低下し

ています。同一試料の注入を行った、ガードカラムを装着した BEH200 SECカラム

では、900回以上の注入試験後も、mAbモノマーのカラム効率に顕著な変化は認

められませんでした （図 1） 。数か所に見られるカラム効率の落ち込みは、ガードカ

ラム交換により解消されています。ガードカラムの交換前には毎回、カラム単独で

のカラム効率も確認しました。初期の試験結果と比較したデータには、ガードカラ

ムの使用により、長期的なカラムの安定性が高まることが示されています （図 2） 。 

カラム単独での mAbの分離については、480回注入後にピーク高さの減少とピー

クテーリングの増加が認められ、mAbのモノマーとダイマーの USP分離度は 26%

低下する結果となっています。一方、ガードカラムによって保護されたカラムでは、

900回以上の注入においてもピーク高さ、ピークテーリングに顕著な変化はありま

せんでした。mAbのモノマーおよびダイマーのUSP分離度も比較的変化せず、ガー

ドカラムの効果が表れています。
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まとめ
BEH200 SEC分析カラムをガードカラムとあわせて

使用することで、添加剤存在下においても、モノク

ローナル抗体のより安定した分析や定量を行うこと

が可能となります。添加剤やその他のマトリックス成

分は徐々に SECの分離に悪影響を及ぼすことがあり

ますが、定期的にガードカラムを交換することにより、

900回以上の注入にわたって分析カラムの性能を保

つことができます。ガードカラムの利用により、コス

トの削減のみならず、最小限のダウンタイムでのより

安定なモノクローナル抗体とその水溶性凝集体の分

析が実現します。

図 2. mAb分離性能における30 mmガードカラムの効果
BEH200 SECカラムでの製剤化mAb試料の多数回注入前後のクロマトグラム。

注：右のクロマトグラムは、分析カラムのカラム効率を確認するため、ガードカラムをはずして分
析した結果。
分析条件：0.025 Mリン酸ナトリウム /pH 6.8、0.15 M塩化ナトリウム、0.4 mL/min、30℃

200回注入ごとにガードカラムを交換
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図 1. カラム効率に対する30 mmガードカラムの効果。矢印はガードカラムの交換時点を示す。
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