
サイズ排除およびイオン交換 
クロマトグラフィー分析に 
用いるUPLCの日常的な使用法
とメンテナンス

目的
サイズ排除クロマトグラフィー（SEC）やイオン

交換クロマトグラフィー（IEX）の典型的な移動

相である高イオン強度、100%水系移動相を

UPLCシステムで使用する場合の日常的な使用法

とメンテナンスのガイドラインをご紹介します。

背景
その複雑さゆえに、バイオ医薬品では一般的に

様々な手法を用いた広範な特性解析が要求され

ます。多くの分析には逆相クロマトグラフィーが

用いられていますが、ネイティブな状態で分析

する際には、高いイオン強度の 100%水系溶離

液を使用する分析が必要となります。HPLCシス

テムにとって、このような条件は厳しいもので

あり、トラブルを引き起こす可能性があります。

まず、移動相に殺菌剤の役割をもつ試薬がまっ

たく含まれていないため、適切なメンテナンス

を怠ると、数時間でバクテリアのコンタミネー

ションがおこります。また高い塩濃度の溶液を用

いることによって移動相中に微粒子が生じる可能

性が高まります。LCシステム内のバクテリアや

微粒子は、クロマトグラフィー品質とカラム寿命

の両方に影響を与えます。

当然、クロマトグラフィーシステム自体も重要で

す。システムがイナートまたは生体高分子に対

応したものでなければ、金属イオンアダクトが生

じたり、望ましくないタンパク質同士の相互作用

が起こる可能性があります。また、流路にステン

レスが使用されていると、長期間のイオン強度

が高い 100%水系の移動相の使用により腐食が

おこります。しかし、適切にシステムを設定し適

切なメンテナンスをすることで、ダウンタイムを

最小限にとどめ頑健で再現性の高い分析を実施

することができます。1, 2

頑健で再現性の高い UPLC-SEC/IEX分析には適切な設定と
メンテナンスが重要

図 1. タンパク質混合サンプルの SECクロマトグラムへの微生物増殖の影響。 
カラムフリッツの解析の結果、微生物の混入を確認。

図 2. フローセルの材質によるピーク形状への影響
5 mg/mL BSAの SECクロマトグラム。下図では、BSAモノマーピークがテーリングを示している。

移動相: 25 mM リン酸ナトリウム、 
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ソリューション
SECや IEXに使用するシステムの使い方と注意点の多くは他のシステム

と同じ標準的なものです。しかし、高い塩濃度の水系移動相を使用

するため、いくつかの追加点があります。

この資料では ACQUITY UPLCシステムについて述べていますが、原則

はどのクロマトグラフィーシステムでも同様です。下記に全般的なシ

ステム推奨事項を挙げます。

■ ステンレス製のシステムを使用する場合は、メーカーの推奨に従っ

て変更を加えて下さい。ウォーターズ UPLCシステムについては

詳細なガイドラインを用意しています。

■ 清潔なガラス器具を適切に使用して下さい。

■ 慢性的なプライム（パージ）の失敗やチェックバルブのトラブル

があったり、保持時間の再現性、圧力、定量再現性に問題があ

る場合、標準的なプロトコールに従って洗浄を行ってください。3

■ 可能であれば、0.02%アジ化ナトリウムなどの殺菌作用がある試

薬を含む移動相を使用して、細菌の繁殖を防いでください。

■ 保持時間や圧力の変動はポンプに問題がある可能性を示してい

ます。

■ 保持時間の変動はなく、面積値やピークの変動がある場合は注入

機構に問題がある可能性を示しています。

装置構成要素ごとの推奨事項を下記に示します。微生物の増殖、シ

ステム適合性、タンパク質の安定性を考慮した内容となっています。

送液システム
SECや IEXに使われるバッファーは微生物の増殖を助長することがあ

り、カラムやシステムの汚染をひきおこします。（図 1）

■ 水系移動相は 0.22 µm以下のフィルターでろ過する。滅菌フィル

ターや滅菌した容器の使用もお奨めします。

■ 高純度の水（18.2 MΩcm）のみを使用。ボトル入りの水は開封後

1日で使いきって下さい。

■ 必ず溶媒ボトルにふたをして下さい。移動相を交換する時にはボ

トルも交換して下さい。

■ 100 mM以上の高イオン強度の溶媒は2週間ごとに交換して下さい。

■ 100 mM未満の低イオン強度の溶媒は 2-3日ごとに交換して下さい。

■ 水（100%）は毎日交換して下さい。

■ 微生物の増殖を防ぐ高塩濃度の溶媒の場合には、交換頻度を減

らすことができます。可能であれば、100 mM以上の高濃度のバッ

ファーを溶媒ラインにセットし、4液混合送液システムを利用して

SECや IEXの移動相を調製することで、低濃度のバッファーを使用

せず、交換頻度を減らすこともできます。5

■ すべての溶媒ボトルについて日常的に目視で微生物の繁殖や微粒

子の混在がないことを確認して下さい。

■ 溶媒ボトル中に微生物の繁殖が見られた場合は、溶媒フィルター

を交換するか、70%イソプロパノールで洗浄して下さい。微生物

が溶媒フィルターを汚染している可能性があります。

■ チタン製などの適切な溶媒フィルターを使用して下さい。微生物

の混入を防ぐため、1週間ごとに溶媒フィルターを洗浄し、70% 

イソプロパノールで洗い流すか、超音波洗浄してください。

■ シールウォッシュの間隔は 0.10分（6秒）を推奨します。

■ シールウォッシュは水 /メタノール =9/1を推奨します。

■ 送液システムを高塩濃度の移動相または水（100%）で放置しない。

ー 短期間の保管の際は、すべての移動相ラインから等量送液し 

（4液送液システムであれば A：25%,  B：25%,  C：25%,  D：25%） 

0.1 mL/minで流し続けて下さい。

ー 2日以上保管する際は、全溶媒ラインを高純度の水で 10分間

プライムしてシステムをよく洗浄し、続いて水 /メタノール =9/1

で同様の作業を行って下さい。

サンプルマネージャ（注入システム）
SECや IEXの分析では、サンプルマネージャの洗浄ライン（機種によ

り、ニードル洗浄 /パージライン、ストロングニードルウォッシュ/ウィー

クニードルウォッシュライン）にも高イオン強度の溶媒を使用します。

しかし、このような溶媒はサンプルシリンジやニードルにとって好ま

しくありません。可変注入のフロースルーニードルの場合、定期的

に付着した塩を取り除くことでメンテナンスや修理を最小限にするこ

とができます。

その他の推奨事項は以下のとおりです。

■ サンプルが移動相やサンプルマネージャの洗浄液に溶解すること

を確認して下さい。

■ メーカーの推奨に従い、洗浄液を選択して下さい。たとえば

ACQUITY UPLC H-Class Bioシステムでは、塩濃度 500 mM以下の洗

浄液を推奨しています。

■ 塩析が見られたら表面を洗浄して下さい。再度塩析がおこったら

接続やシステムに問題がないか確認して下さい。4

■ 2日以上サンプルマネージャを使用しない場合は、高純度の水で

ニードルと洗浄ラインのパージを行い（最低 20回または 200秒）、 

続いて水 /メタノール =9/1で同様の作業を行って下さい。100 mM 

以上の高塩濃度の洗浄液を使用している状態で、分析せずに 2日

以上放置しないようにして下さい。



Waters、UltraPerformance LC、ACQUITY UPLC、UPLC およびACQUITY はWaters Corporationの登録商標です。 
The Science of What’s Possible およびHDMS はWatersCorporationの商標です。その他すべての登録商標は 
それぞれの所有者に帰属します。

©2012 Waters Corporation. Printed in Japan. 2012年06月720004182 JA PDF

まとめ

ネイティブな条件下での SECや IEX分析では、イオン強度の高い

100%水系溶離液が用いられます。タンパク質とシステムとの相互

作用を最小限にするため、特に SECや IEXのアプリケーションのため

に設計された生体高分子に対応したクロマトグラフィーシステムが要

求されます。バクテリアの汚染を避ける、あるいは最小限にするた

めの予防対策も必要です。数時間で起こりうるこのようなコンタミ

ネーションのサインとして、ピーク形状や分離の悪化、カラム寿命

の低減などの現象が挙げられます。一度カラムが汚染されてしまう

と、残念ながら再生は難しいと考えられます。システムの修理やコン

タミネーションの頻度を下げるために、クロマトグラフィーシステム

と生体高分子分析向けカラムの使用法とメンテナンスについて、送

液システム、サンプルマネージャー、検出器、カラムに分けて推奨

事項を述べてきました。ここに紹介した方法を GLPの下で実践する

ことにより、超高性能サイズ排除クロマトグラフィー（UPLC-SEC）や

イオン交換クロマトグラフィーに用いるシステムの頑健性、再現性が

確かなものとなります。
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UV検出器
ウォーターズは、水系移動相で SECや IEX分析を行う場合には、チタン製

あるいはステンレス製の光学フローセルをお奨めしています。ACQUITY

の標準セル流路にはテフロン AFという素材が使用されています。 

ネイティブな状態にある一部のタンパク質は、フローセル表面と 

相互作用することがあり、その結果、図 2に示すようなピークテーリング 

やベースラインが下がりきらない現象（sloped baseline）が起こります。

検出器に関する推奨事項を以下に示します。

■ タンパク質とセル表面との相互作用を減少させるため、チタン製

またはステンレス製のフローセルを使って下さい。その他のフ
ローセルの材質（テフロン AF）はピークテーリングを誘発させる
可能性があります。

■ 高濃度の塩溶媒を満たした状態で検出器を放置しないで下さい。

使用後は水をよく流した後（0.2 mL/minで 60分）、水 /メタノー
ル =9:1またはより高濃度の有機溶媒で同様に洗浄して下さい。

カラムの保管
カラム寿命を延長し、できる限り微生物のコンタミネーションを避け

るため次の推奨事項を守ってください。

■ 高濃度の水系溶媒や水 100%の状態で保管しないで下さい。

■ 所定の保管溶媒に置換する前に、10-20カラムボリュームの水で

洗浄して下さい。

■ メーカーの推奨する溶媒でよく流してから保管して下さい。一般

的には、10-20%のメタノールや 0.1%アジ化ナトリウムなどの殺
菌剤を使用します。

■ カラム寿命を延長するためにガードカラムの使用を考慮して下さ

い。ガードカラムは定期的な交換が必要です。交換頻度はサンプ
ルの清浄度に依存します。

■ 一般的に SECカラムでは微生物の繁殖を防ぐため 4-8℃で保管。

IEXカラムは通常、室温で保管。詳細はメーカーのマニュアルを
参照してください。


