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サイズ排除UPLCの分析法開発 
～トラスツズマブ抗体の分解産物分析～
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アプリケーションの利点 
■■ 抗体フラグメントと高分子量型の分離度　

および感度の向上

■■ ハイスループットSEC分析

■■ SE-UPLC 分析法移管を容易にする頑健な　　

分析法開発

はじめに

サイズ排除クロマトグラフィー（SEC）は、従来からバイオ医薬品のタンパク質

凝集体や高分子量型（HMW）、好ましくない免疫原性効果や薬効の減少と関連

する重要な分解経路に関する分析の主要な手法となっています 1,2。SECで検出さ

れるモノクローナル抗体（mAb）のさらなる分解経路はこれらのタンパク質のヒ

ンジ領域での非酵素的なペプチド結合の加水分解で、これにより抗体は1本ま

たは両方の Fab領域を欠くこととなります 3。このような低分子量の分解物（LMW）

の同定についてはアプリケーションノート 720004254EN: "Analysis of Proteins 

by Size- Exclusion Chromatography Coupled with Mass Spectrometry Under Non-

Denaturing Conditions"をご参照ください。

システム内の拡散を抑えた Ultra Performance Liquid Chromatography（UPLC®）を

2 μm以下の充填剤とあわせて使用することで、SECのアイソクラティックにおける

分離を向上させ、感度を高めることに加え、さらにはスループットを高めること

が可能です。非変性条件の移動相を使用する凝集体モニタリングに加え、mAb

ヒンジ領域のフラグメンテーションの度合をモニタリングするのに、サイズ排除

UPLC（SE-UPLC）を選択するメリットを抗 HER2 IgG1 mAbであるトラスツズマブ

を用いて検証しました。SEC分析法において分離を向上させ分析法の頑健性を

高めるには、様々なパラメーターの調整が考えられますが、本アプリケーション

では移動相組成（pHおよびイオン強度）がこの分離に与える影響を検証しました。

また、開発した SE-UPLC分析法をうまく移管するための基本的なポイントについ

ても考察しています。
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実験方法 

試料： IgG1 mAb試料として有効期限を超過した

トラスツズマブ（21 mg/mL）を用意しました。

LC 条件
システム： ACQUITY UPLC H-Class Bioシステム

検出： TUV 検出器（チタンセル）

検出波長： 280 nm

カラム： ACQUITY UPLC BEH200 SEC 
 1.7 μm, 4.6 x 150 mm
 （製品番号 186005225）

カラム温度： 25℃ （アクティブプレヒーターなし）

サンプル温度： 4℃

注入量： 5 μL（その他の場合は別途記述）

流速： 0.4 mL/min

移動相： 4 種類の溶液を Auto•Blend Plus
 テクノロジーにより調製
 A: 100 mM 1塩基リン酸ナトリウム
 B: 100 mM 2塩基リン酸ナトリウム
 C: 1 M 塩化ナトリウム
 D: 水

最終移動相組成：  25 mMリン酸ナトリウム pH6.8, 
        200 mM塩化ナトリウム
      （その他の場合は別途記述）

データ管理
ソフトウェア： Empower3ソフトウェア、
 Auto•Blend Plus

結果および考察

以下の考察で SE-UPLCの分析法開発時に検討すべきパラメーターのいくつかに

ついて概要を示します。これらの SEC分析法開発ステップは UPLC SECを使用した

ものですが、同じ原理がすべての SEC分析に適用できます。分析法の性能はピーク

形状、分離、定量信頼性により評価しました。

移動相の最適化（イオン強度、pH）

ポアサイズ、充填剤基材、官能基、粒子径、カラムサイズなどについて適切

なカラムの選択をした後、SEC分析法開発の一般的な次のステップは、良好

なピーク形状と分離を確保する移動相の検討です。移動相のイオン強度や pH

の調整は、4液混合送液システムと 4液混合の利点を活かしたソフトウェア

Auto•Blend Plusを使用することで、非常に簡便に行うことができます 4。本アプ

リケーションでは、すべての実験においてこの移動相調製法を使用しました。

塩濃度 150-350 mM、pH 6.0-7.5の範囲でトラスツズマブの SE-UPLCによる分離

を評価しました（図 1）。このデザインスペース内では、視覚的評価において

塩濃度 250-350 mM、pH 6.0-6.5（25 mM リン酸バッファー）の範囲で最適かつ

安定なクロマトグラムが得られました。ゲルろ過充填剤でよく見られることです

が、移動相のイオン強度が低くなるとモノクローナル抗体モノマーのピークテー

リングが増大します 4。また、このピークテーリングは pH 6.0-6.5の範囲で明らか

に減少する傾向が観察されました（図 2）。この場合の pH 範囲は、トラスツズ

マブ製剤の pH（pH 6.0）とよく一致しています。この分析に求める結果は、製品

由来の不純物、つまり HMWと LMWの面積比（%面積）です。試した移動相組

成範囲で、HMWとその後に溶出される LMW2（Fabアーム）のピークが検出され、

これら不純物を合わせた%面積がインタクトのmAbモノマーのピーク形状（テー

リングファクター）により顕著な影響を受けることはありませんでした。しかし、

モノマーのピークテーリングの増大は、結果として先に溶出される LMW1（1本

の Fabアームが欠損した mAb）の %面積を大きく増加させてしまいます（図 3）。

これらのデータに基づいて、高い再現性をもってクロマトグラフィープロファイル

が得られる条件を検討し、pH 6.25（25 mMリン酸バッファー）、300 mM 塩化

ナトリウムの移動相を選択しました（図 4）。



3サイズ排除 UPLCの分析法開発 ～トラスツズマブ抗体の分解産物分析～

0.000

0.005

0.010

0.015

0.000

0.005

0.010

0.015

0.000

0.005

0.010

0.015

0.000

0.005

0.010

0.015

4 5 6 7 8 min 4 5 6 7 8 min 4 5 6 7 8 min

U
V 

A
bs

or
ba

nc
e 

@
 2

80
nm

150 mM 250 mM 350 mM
pH

6.0

6.5

7.0

7.5

[NaCl]

HMW

Monomer

L MW1

L MW2

150 mM

250 mM

350 mM

1

1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

1.7

1.8

6

6.5
7

7.5

mM NaCl

Monomer
USP Tailing 

pH

図1. トラスツズマブのSEC分離におけるpH、イオン強度の影響を示す拡大クロマトグラム ACQUITY UPLC BEH200 
SEC, 1.7 μmカラム、4.6x300 mmカラム使用

図2. トラスツズマブモノマーの USPピークテーリングへのpH、イオン強度の影響を示す応答曲面
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HMW Monomer LMW1 LMW2

Average Peak Area (%) 0.51 98.02 1.15 0.33

%RSD Area (%) 0.98 0.03 1.31 3.08

図3. pH、イオン強度の最適化実験より得られた、モノマーピークのテーリングがトラスツズマブの HMW、LMW の
面積比に及ぼす影響。各ピークについては図1、図4を参照。

図4. 最適化した SE-UPLC の拡大およびフルスケール（中枠）クロマトグラム。トラスツズマブモノマー、HMW および
フラグメント（LMW）の定量結果を表に表示。

この方法により、タンパク質試料中の HMW 型の再現性ある評価が可能ですが、あわせて分析超遠心法や

非対称フィールドフローフラクショネーション法のような異なる手法を使い、より精密な評価を行うことも重

要です。
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カラム外拡散

バイオ医薬タンパク質分析に用いられる多くのクロマトグラフィー分離モードでは、分析対象の物質をカラム

ヘッドで濃縮し、グラジエントにより溶出します（たとえばイオン交換や逆相）。この手法ではカラムの手前

（プレカラム）での拡散はクロマトグラムに大きな影響を及ぼしません。しかし、SECでのアイソクラティック

モードは、カラム後（ポストカラム）の拡散だけではなく、プレカラムの拡散による分離の悪化がおこりやすい

クロマトグラフィーモードです。SEC分析で、粒子径 2 μm以下のカラムを使用する主要なメリットの一つとして

一般的に使用される粒子径 5-10 μmのカラムと比べ、ピーク拡散が著しく減少する点が挙げられます。しかし

この利点はカラム外拡散により容易に相殺されてしまいますので、分析対象のピーク拡散を考える上ではクロ

マトグラフィー装置や設定が重要となります。

SE-UPLCでの定量分析においてはカラム外拡散の影響が最も問題となります。特に、重要な分離部分のうち、

後に溶出する成分のピーク面積値が、前に溶出するピークと比べて非常に小さい場合、この影響が顕著となり

ます。拡散の小さいシステムを選択し、その性能を最適化し、適切なチューブやフィッティング類を使用する

ことが必須です。

SE-UPLCで UV 吸収を検出に使用する場合、カラム外拡散の原因となるのはオートサンプラーと検出器です。

SE-UPLCのすべての利点を実現するためには必要な圧力下での使用を前提として設計された低拡散システムが

必要とされます。そのため、使用する分析条件下で期待される装置性能が得られるかどうかについて十分評

価する必要があります。

システムだけではなく、カラムとシステムをつなぐチューブやフィッテイングによってカラム外拡散がひきおこ

されることもあります。UPLCシステムに使われているキャピラリーチューブによるカラム外拡散の程度を推移

方程式によって評価することも重要です。長いチューブでの拡散は "Taylor-Aris"の式から、短いチューブでの

拡散は Attwoodと Golayの式から求められます。

 

 
σ2 υ,tubing

(π ⋅ r2 ⋅ L)2

3 + (24 ⋅ π ⋅ L ⋅       )

=
Dm
F

ここで、σ2 υ, tubingは、分散またはチューブに由来するバンド拡散を、rと Lはキャピラリーの半径、および

長さを表します。Dmは、分析種の拡散係数で、Fは流速です 5。拡散係数約 4x10-7 cm2/s 6のトラスツズマブ

の分析で、推奨される流速が 0.4 ml/minの時、分析種の拡散がないという限定条件では、チューブの長さが

数メートルを越さない限り、この式は Attwoodと Golayの式に簡略化することができます。

 

 σ2 υ,tubing
(π ⋅ r2 ⋅ L)2

3
=

上記の式はチューブにおける拡散が、チューブの長さの二乗、内径の四乗に比例することを示しています。こ

の関係は、実用的な範囲内でできるだけ短く、内径の小さいチューブを使用することで、SE-UPLCの性能が最

大化するということを示しています。

サンプル流路の一部として使われるキャピラリーチューブに加えて、システムとカラムを接続するフィッテイング

の選択と正しい使用が SE-UPLCにおいて非常に重要です。この点において、チューブの切断面が滑らかでチューブ

壁面と直角であることも重要です。カラムの手前のフィッテイングは SE-UPLC分析でかかる圧力（～ 500 bar）

に耐えられ、外れたりボイドを生じたりすることがないものである必要があります。一度締めると固定される

タイプのフィッテイング (swaged fittings) を使っている場合には、カラム交換時にカラムとフィッテイングを
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正しく接続するため、チューブとフィッテイングを交換することも大切です。図 5にチューブ接続が不適切また

は失敗した場合におこる再現性の低い定量結果の例を示しました。この例では、意図的に 0.6 mmの空隙により

カラム接続部分に約1.2 μLのボイドを生じさせています。これにより、モノマーピークと LMW1との USP 分離

度は1.50から1.46に低下し、LMW１のピーク面積比は1.13%から1.21%と著しく（7%）増加する結果となり

ました。これに対し、HMWと LMW2の面積比はさほど変化しませんでした。これは両ピークが主ピークである

モノマーピークと十分に分離し、また HMWの溶出がモノマーピークより早いこともあり、HMW、LMW2の面積

値がモノマーピークのテーリングの変化の影響を受けにくかったためと考えられます。予期した結果ではあり

ますが、この例は SE-UPLCによる定量法がカラム外拡散の影響を受けやすいことを示唆しています。

分析法移管

信頼できる SE-UPLC分析法が開発された後に、異なる部署や外部の受託研究機関などに分析法を移管する

必要が生じるかもしれません。先に示しましたように、体系的で綿密な開発工程により、使用するカラムが

製造者によって適切に管理されていれば、移動相組成や pHのわずかな変化には影響されない確かな定量法

を作成することができます。
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図5. 最適化条件での SE-UPLC 拡大クロマトグラム。不適切なカラム接続が面積比に与える影響を示します。この
例では、カラムヘッドとキャピラリーチューブとの接続部分に0.6 mmの空隙を生じさせました。
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図6. SE-UPLC 分析法を他の装置に移管する際、特に注意すべき装置やチューブを赤で、カラム外拡散を引き起こす
可能性がある重要なフィッテイング部分を黄色のひし形で示しました。本アプリケーションで論じてきた特に懸念
される高圧がかかる接続箇所はオートサンプラーとカラムの間です（チューブ2）。本アプリケーションで使用した、
黄色で示した重要な接続箇所、赤で示したチューブのウォーターズ製品番号は、以下の通りです。接続箇所 1
（p/n 700002645、700002635）、接続箇所2（p/n 700003169、700003114、700003115）、接続箇所 3、4（p/n 
41001905）、チューブ2、3（p/n 700008914）

SE-UPLC の分析法移管で次に重要な検討事項は、移管元および移管先で使われているクロマトグラフィー

システムのカラム外拡散についてです。この点においては、システム構成の詳細な資料、注意を要する装置と

接続箇所（図 6）、システムの性能、そして分析者への適切なトレーニングが分析法移管を成功させる鍵と

なります。また、カラム外拡散に関するクロマトグラフィーシステムの性能を正確に評価するための適切な

コントロール試料の使用もお奨めします。



結論

サイズ排除クロマトグラフィーは、これからもモノクローナル抗体とその凝集体分析の標準的な手法として

利用され続けます。さらに SE-UPLCの高い分離能力により、ネイティブ状態でのヒンジ領域のフラグメンテー

ションを判定することも可能になります。また、分析条件は、移動相（pH、イオン強度）や流速、カラム長、使用

するシステムとその構成を含めて体系的に評価される必要があります。これら SEC分析におけるパラメーターの

最適化には、分離度、ピークテーリング、定量的再現性など重要な性能基準に基づいた評価も必要でしょう。

SE-UPLC分析法が最適化され、頑健性の高いものであれば、分析法移管はスムーズに達成できます。しかし、

分析者は、最小のカラム外拡散を維持するため、最初だけでなく部品やカラムを交換した際にも、使用する

クロマトグラフィーシステムが正しく構成されているかどうかに注意を払う必要があります。
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