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高分子タンパク質の分析における 
サイズ排除クロマトグラフィーの進歩
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アプリケーションの利点 

 ■ サイズ排除 UPLC®（SE-UPLC）により、高分

子タンパク質の分離が改善

 ■ 卓越したカラム安定性と信頼性の高いカラム 

間再現性

 ■ ポアサイズ 450 Åの ACQUITY UPLC® BEH450 

SEC、2.5 µmカラムを ACQUITY UPLC BEH200 

SEC、1.7 µm カラムと連結して使用するこ

とにより、対象分子量範囲が拡大

はじめに

サイズ排除クロマトグラフィーによる高分子タンパク質の分離は、1959年に

Porathと Flodinが架橋デキストランベースのソフトゲルを発表して以来、大き

な関心を集めてきた分野です。1 この分離モードは、架橋ポリスチレンを使用し

たパーティクル（µStyragelTM ）、そして最終的には、多孔質シリカの登場により、

さらに改善されました。そうした観点から、本アプリケーションでご紹介する、

新しく発表された 3 µm以下の 450 Å BEH SE-UPLC充塡剤は、 生体高分子のサイズ

による分離の技術的進化の最新段階にあるといえます。本アプリケーションで

は、カラム間再現性、カラム安定性といったカラムの性能特性に重点をおきま

す。加えて、従来の大きな充塡剤（8 µm）に対して、3 µm以下の充塡剤が、大き

なタンパク質の分離にもたらす確実な優位点についてもデータを示します。そし

て、このポアサイズ 450 Åの SE-UPLCカラムの分離領域が、ポアサイズ 200 Å

の ACQUITY UPLC BEH200 SECカラムの分離範囲を補完すること、2種類のカラム

を組み合わせることにより、タンパク質分離における分子量範囲をどのように拡

大するのかをご紹介します。
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実験方法

サンプルについて

特に記載がない限り、すべてのサンプルは移動相で希釈しました。タンパク質は、単品の標準品または混

合物として販売されているものを使用しました（Waters®、Sigma-Aldrich）。IgG1 mAbは、使用期限の過ぎた

バイオ医薬品、トラスツズマブを用いました。特に記載がない場合、サンプル濃度は 1.0mg/mLとしました。

分析条件（その他条件は別途記載）

LC条件

システム： ACQUITY UPLC H-Class Bio/ 30 cm 
カラムヒーター

検出： ACQUITY UPLC TUV検出器 / 5 mm 
チタンセル

 Wyatt 社製 miniDAWN TREOS  
光散乱検出器

検出波長： 280または 214 nm

カラム： ACQUITY UPLC BEH450 SEC、

2.5 µm、4.6 x 150 mm  

( 製品番号 176002996) 
および 4.6 x 300 mm  

( 製品番号 176002997) 

ACQUITY UPLC BEH200 SEC、

1.7 µm、4.6 x 150 mm  

( 製品番号 186005225) 
および 4.6 x 300 mm  

( 製品番号 186005226) 

HPLCカラム：シリカベース、 
ジオール、450 Å、8 µm、 
7.8 x 300 mm

カラム温度： 室温

サンプル温度： 10℃

注入量： 5 µL

流速： 0.35 mL/min

移動相： 25 mMリン酸バッファー、 
250 mM塩化ナトリウム、pH6.8 
（Auto•Blend Plusテクノロジーに
より自動調製）

グラジエント： アイソクラティック

標準品： BEH450 SEC タンパク質 
スタンダードミックス  

(製品番号 186006842)

サンプルバイアル： 不活性ガラス製 

12 x 32 mmスクリューネック 
トータルリカバリーバイアル 
キャップ・プレスリット PTFE/ 
シリコンセプタム付き、1 mL 

(製品番号 186000385DV)

データ管理

クロマトグラフィー

ソフトウェア： Empower ® 3ソフトウェア 

UNIFI® ソフトウェア 

Wyatt社製 Astraソフトウェア
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結果および考察

ペプチドやタンパク質の分析において、超高性能高速液体クロマトグラフィー（UPLC）をポアサイズ 125 Å、

200 Åの粒子径 2 µm以下のサイズ排除 UPLC（SE-UPLC）充塡剤と組み合わせることにより得られる利点につ

いては以前からご紹介してきました。2,3 今回は、SE-UPLC分離の対象分子量を拡大し、IgMや自己会合タン

パク質多量体のように大きな水和半径（Rh）をもつ生体高分子の分析も可能にするよう設計された、新たに

発表したポアサイズ 450 Å、粒子径 3 µm以下の充塡剤についての評価をご紹介します。評価として、カラ

ム間再現性、長期間安定性という重要な性能特性、粒子径の大きな（8 µm）HPLC充塡剤に対する分離効率

の優位性を示します。加えて、このポアサイズ 450 Åの SE-UPLCカラムの分離範囲が、ポアサイズ 200 Å

の ACQUITY UPLC BEH200 SECカラムの分離範囲を補完すること、2種類のカラムを組み合わせることにより、

タンパク質分離における分子量範囲をどのように拡大するのかについても言及します。

ACQUITY UPLC BEH450 SECカラムの再現性と安定性

分析対象の分離と感度に加えて、分析者が分析法開発のために SECカラムを選択する際の主要な考慮点

は、カラム間再現性とカラム寿命です。図 1に一連の分子量スタンダードの重ね書きクロマトグラムを示

しました。これらのクロマトグラムは、生産バッチが異なる 3種類の充塡剤が使用された 5本の 300 mm 

ACQUITY UPLC BEH450 SECカラムの再現性を示しています。スタンダードは流速 0.35 mL/minで分析し、保

持時間の標準偏差は最初に溶出する化合物（IgM：分子量 900 kDaの 5量体免疫グロブリン）の 0.005 分から、

浸透限界に溶出する化合物（ウラシル）の 0.022 分の範囲で、図 1に示したすべての化合物の平均標準偏差

は 0.017 分でした。

図 1. 300 mm ACQUITY UPLC BEH450 SECカラムのカラム間再現性。3種の異なる生産バッチの充塡剤を使用した 5本のカラムのクロ
マトグラムを示しています。化合物： 1a. IgM2量体（1.8 MDa）、1b. IgM（900 kDa）、2. サイログロブリン（667 kDa）、3. アポフェリチン
（443 kDa）、4. β-アミラーゼ（200 kDa）、5. IgG（150 kDa）、6. BSA（66 kDa）、7. ミオグロビン（17 kDa）、8. ウラシル（112 Da）
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一連のスタンダードを 800回にわたって分析し ACQUITY UPLC BEH450 SECカラム（300 mm）の安定性を評

価しました。この実験で評価したタンパク質のうち、最大のサイログロブリンの保持時間について安定性

を図 2に示しました。大きなタンパク質は充塡剤表面の化学的安定性を精査するために用いられます。図

2にウラシルピークのアシンメトリー係数も示しました。浸透限界に溶出する化合物は、カラムの機械的

完全性の試験に用いられます。これらのデータは、ACQUITY UPLC BEH450 SECカラムが、品質管理環境下

で使用できる信頼性の高い試験法を開発する際に要求される、高い再現性と安定性をもたらすことを実証

しています。

図 2. 800回以上の注入による 300 mm ACQUITY UPLC BEH450 SECカラムの性能安定性。
サイログロブリンの保持時間およびウラシルのアシンメトリー係数（4.4%高さ）を示しています。
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充塡剤サイズの効果

サイズ排除クロマトグラフィーにおいて、より小さな充塡剤の長所が効率と分離の改善にあることは、こ

れまでにもよく解説されています。4 一連のタンパク質を、それぞれ個別にポアサイズ 450 Åの UPLC BEH 

SECカラム（2.5 µm）と、同じ 450 Åのポアサイズの HPLC シリカ SECカラム（8 µm）とで分析した結果を図

3に示しました。どちらのカラムも同じ ACQUITY UPLC H-Class Bio システム、同じ移動相で使用し、流速と

注入量はカラムサイズに合わせて調整しました。粒子径 2.5 µmのカラムで分離範囲全域にわたって、感

度が改善し、ピーク幅が狭くなることが観察されました。アポフェリチンモノマー（443 kDa）とそのダイ

マー（886 kDa）の USP分離度（50%高さ）は、図 4に示したように、2.49でベースライン分離していました。

この結果は、粒子径 8 µmのカラムの分離度（RS=1.42）と比較し、1.8倍改善したことを示しています。

図 3. ACQUITY UPLC BEH450 SECカラム（300 mm）および BioSuite 450HRカラム（300 mm）の比較。化合物： 1a. IgM 2量体（1.8 MDa）、
1b. IgM （900 kDa）、2. サイログロブリン（667 kDa）、3. アポフェリチン（443 kDa）、4. β-アミラーゼ（200 kDa）、5. IgG（150 kDa）. 
サンプル注入量と流速はカラムサイズに合わせて調整。UV280 nmで測定し、両カラムデータとも同じスケールで表示。 IgMサンプル
のピーク同定は SEC-MALSにより行いました。
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ACQUITY UPLC BEH450 SEC (4.6 x 300 mm、2.5 µm)
流速： 0.35 mL/min
注入量： 5 µL

SE-HPLC、450Å(7.8 x 300 mm、8 µm)
流速： 1.0 mL/min
注入量： 14 µL
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図 4. ACQUITY UPLC BEH450 SECカラム（300 mm）および BioSuite 450HRカラム（300 mm）によるアポフェリチン（443 kDa）の分離比較。
サンプル注入量と流速はカラムサイズに合わせて調整。
UV280 nmで測定し、両カラムデータとも同じスケールで表示。

ACQUITY UPLC BEH450 SEC (4.6 x 300 mm、2.5 µm)
流速： 0.35 mL/min
注入量： 5 µL

SE-HPLC、450Å(7.8 x 300 mm、8 µm)
流速： 1.0 mL/min
注入量： 14 µL
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対象分子量範囲の拡張：ACQUITY UPLC BEH200 SEC（ポアサイズ200 Å）カラムと連結

これまでポアサイズ 450 Åと 200 Åのカラムによるタンパク質の分離の比較を行ってきましたが、さらに

両カラムを連結し、一連の検討を行いました。Waters BEH200 SECタンパク質スタンダードミックスを用い、

450 Åと 200 Åの SE-UPLCカラム（各 300 mm）と、それぞれの 150 mmカラムを連結して（BEH200の後方

に BEH450カラムを接続）分析を行い、分離を比較した結果を図 5に示します。

このスタンダードミックスによる実験から、スタンダード中の IgG（150 kDaまで）の分子量範囲について

は IgGと BSA（66 kDa）の分離に見られるように、200 Åの BEH200カラムでより優れた分離が認められ

ました。一方、図 3、5に示したように分子量の大きなサイログロブリン（667 kDa）とその 2量体（1340 

kDa）や IgM（900 kDa）と IgM 2量体（1800 kDa））のような化合物については、450 Åの BEH450カラムで分

離の改善が見られます。このより大きな分子に対応する分離領域は、タンパク質凝集体の多量体やポリエ

チレングリコールの長鎖のように比較的水和半径が大きな化合物を結合したタンパク質を分離する際に役

立つものと考えられます。
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低分子と高分子の多量体両方を含むサンプルを分析しなければならない場合に、第 3の選択肢となるのが

2種類のカラムを連結する方法です。より小さな充塡剤を使用していることにより、200 Åのカラムにか

かる背圧が 450 Åのカラムと比較して高いため、この実験では 200 Åのカラムを前方に接続しました。こ

の 2本のカラムを連結して分析した結果は、図 5の中段に示してあります。両方のカラムを用いることで、

200 Åのカラムを単独で使用した場合と比べサイログロブリンとその2量体の分離に改善が見られるように、

高分子側の実用的な分子量範囲は拡張されます。加えて低分子量側に関しても、IgGと BSAの分離のよう

に、450 Åのカラムを単独で使用した場合と比べ、分離が改善しています。以上の観察結果は、これらの

データより作成した図 6に示す較正曲線の各化合物の溶出容量を評価することで確認できます。ACQUITY 

UPLC BEH200 SECカラムの較正曲線は、ACQUITY UPLC BEH450 SECカラムと比較して、良好な直線性を示

し、少なくとも IgG（150 kDa）までの化合物間の溶出容量の差が大きくなっています。逆に、同じ基準から、

BEH450カラムはサイログロブリン（667 kDa）付近、あるいはそれ以上の化合物の分離により適しているこ

とがわかります。BEH200と BEH450カラムを連結した場合では、見掛け上の直線範囲が最も広い、両カラ

ムの中間的な較正曲線が得られました。しかしながら、それぞれのカラムの最適分子量範囲内のタンパク

質については分離が損なわれ、2種類のカラムを使用する妥協点となります。
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図 5. ACQUITY UPLC BEH450 SECカラムおよび ACQUITY UPLC BEH200 SECカラム（いずれも 300 mm）の比較。中段は、BEH200 と
BEH450カラムを連結して分析した結果。
化合物： 1. サイログロブリンダイマー（1340 kDa）、2. サイログロブリン（667 kDa）、3. IgG（150 kDa）、4. BSA（66 kDa）、5. ミ
オグロビン（17 kDa）、6. ウラシル（112 Da）. 分離度は半値幅を用いて算出。



結論

サイズ排除クロマトグラフィーは、長年タンパク質をサイズに

応じて分析する手法として推奨されてきました。ポアサイズ 450 

Å、粒子径 3 µm以下のカラムを、低拡散の ACQUITY UPLC H-Class 

Bio システムと組み合わせることにより、約 2000 kDaまでの高

分子タンパク質やタンパク質凝集体に対し SE-UPLCの優れた分離

とハイスループットの両方を満たす分析が実現します。さらに、

ACQUITY UPLC BEH450 SECカラムを ACQUITY UPLC BEH200 SECカ

ラムと連結することにより、個々のカラムのもつ分子量範囲と比

べ、より幅広い分子量範囲での分析が可能となります。

ACQUITY UPLC BEH450 SEC、2.5 µmカラムを ACQUITY UPLC H-Class 

Bio システムと組み合わせて使用することにより、以下のメリッ

トが得られます。

 ■ 卓越したカラム間再現性と安定性

 ■ 従来の SE-HPLCカラムと比較し、分離がほぼ 2倍向上

 ■ ポアサイズが小さい SE-UPLCカラムの直線的分離範囲を超える

分子量をもつ大きなタンパク質や凝集体の分離を改善

 ■ ACQUITY UPLC BEH200 SEC、1.7 µmカラムと連結して使用する

ことにより対象分子量範囲が拡大
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