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バイオ医薬品分析の複雑さが増すにつれ、バイオ医薬品ワークフロー全体にわたる 

優れた技術革新が求められています。  

Agilent InfinityLab Bio LC ソリューションは、完全にイナート仕様の幅広いバイオ 

イナート LC システムで構成されており、創薬、医薬品開発から QA/QC まで、堅牢で 

正確なバイオ分析を実現します。  

InfinityLab Bio LC システムとバイオカラム、MS 検出器、ソフトウェア、サービスを 

組み合わせることにより、バイオ医薬品の課題に対応する包括的なソリューションを 

提供します。

このアプリケーション総覧には、バイオ分析における InfinityLab Bio LC ソリューション

の優れた性能と汎用性を示す最新のアプリケーションが掲載されています。

バイオ医薬品分析の 
課題を克服 
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概要

電荷変異体分析は、液体クロマトグラフィーシステムにおいて要求の高い応用アプリケーションです。こ
れは、分離を最適にするために、腐食性の高いバッファ塩を非常に緩やかなグラジエントと組み合わせ
て使用しているためです。Agilent 1290 Infinity II Bio LC システムで、複数の塩グラジエントの分離能
と再現性を評価して分析しました。 

ハイスピードポンプを含む 1290 Infinity II Bio LC と完全に鉄分のない流路は、バイオクロマトグラ
フィーで使用される条件に最適であり、システムに損傷を与える可能性のある腐食を防止します。1290 
Infinity II Bio LC は、非常に分析困難である緩やかなグラジエントの場合でも優れた再現性を実現して
おり、高い信頼性でデータを生成するアジレントの次世代ハイエンド液体クロマトグラフィーシステムで
あることが立証されました。 

勾配を限界まで小さく： 

Agilent 1290 Infinity II Bio LC システムによる  
mAb 電荷変異体分析のグラジエント勾配と分離条件の最適化
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はじめに

モノクローナル抗体（mAb）は、サイズが約 
150 kDa という高分子量の非常に不均一な
巨大分子であり、通常は遺伝子組み換え型
製造メソッドにより生成されます。また、多数
の修飾が発生する可能性のある複雑な生体
合成プロセスで生成され、何百種類もの異な
る変異体を生成します。脱アミド化、酸化、ジ
スルフィドブリッジ、N-グリコシル化、N- およ
び C-末端処理は、最も一般的な翻訳後修飾
（PTM）の一部です。これらの修飾はすべて
生成時に発生する可能性があると同時に、製
造および保管がこれらの巨大分子の複雑さに
影響を与えます。PTM により、広範な分析と
モニタリングが必要になる複雑なアイソフォー
ムプロファイルが形成されます。これは、最終
医薬品での修飾が生物活性の損失、半減期の
変化、または免疫原性と関連付けられる場合
があるためです。1一部の PTM は分子の電荷
変異体を生成し、これは通常、イオン交換ク
ロマトグラフィー（IEX）を用いて分析します。
2電荷変異体は最も重要な品質特性（CQA）
の 1 つと考えられているため、厳密な許容基
準と品質管理について検討する必要がありま
す。また、製品が正しく製造されていることを
確認し、すべての不純物を同定して定量する
ために非常に重要です。

緩やかなグラジエント溶出は、タンパク質の 
IEX では非常に一般的です。タンパク質の溶
出におけるイオン強度モードでの一般的な塩
グラジエントは約 1～ 3 mM/min であり、
pH 値は許容範囲 ±0.02 pH 単位に設定さ
れています。3 

1290 Infinity II Bio LC には、高性能のハイ
スピードポンプが搭載されています。低圧混
合ポンプ（クォータナリポンプなど）と比較し
た場合、バイナリポンプの主な利点は、溶媒
成分の 1 つを低い割合で混合した場合に、溶
媒混合の真度と精度が大幅に向上することで
す。この方法で混合すると、溶媒グラジエント
の開始時と終了時の溶媒組成の精度が高まり
ます。4これは、再現性が高く正確で緩やかな
グラジエントの生成の基本です（各チャネル
で 1 %/min 未満）。 

1290 Infinity II Bio LC は、アジレントの次
世代ハイエンド液体クロマトグラフィーシス
テムであり、特に 2 M NaCl のような高塩濃
度、最大 8 M の尿素、0.5 M NaOH や 0.5 
M HCl のような高および低 pH 溶媒などのバ
イオクロマトグラフィーで使用される条件向
けに設計されています。流路全体にステンレス
（SST）と鉄分がまったく存在していません。
マルチサンプラ、マルチカラムサーモスタット、
検出器全体のキャピラリーとフィッティングは
すべて、ニッケル-コバルトアロイの MP35N 
製です。この材質を使用することにより、高塩
含有バッファの腐食の可能性が低減され、鉄
イオンの存在により引き起こされるタンパク質
の修飾（酸化、タンパク質複合体の形成など）
を防止できます。 

このアプリケーションノートでは、トラスツズマ
ブおよび NISTmAb 参照標準の電荷変異体
分析について説明します。複数の塩グラジエン
ト勾配を試験して、分析可能で最適な分離能
を見つけました。次に、最適なグラジエント勾
配の再現性について評価しました。 

実験方法

装置
Agilent 1290 Infinity II Bio LC システムのモ
ジュール構成は次のとおりです。

 – Agilent 1290 Infinity II Bio ハイスピード
ポンプ（G7132A）

 – Agilent 1290 Infinity II Bio マルチ 
サンプラ（G7137A）、サンプルサーモ 
スタット付き（オプション #101）

 – Agilent 1290 Infinity II マルチカラム 
サーモスタット（G7116B）、イナート仕様
の標準フロー熱交換器付き 

 – Agilent 1290 Infinity II 可変波長検出器
（G7114B）、イナート仕様のマイクロ 
フローセル、3 mm、2 µL 搭載

ソフトウェア
Agilent OpenLab CDS バージョン 2.5

カラム

Bio MAb、NP5、2.1 × 250 mm、PEEK
（p/n 5190-2411）

試薬
すべての溶媒は LC グレードを使用しました。
超純水は、0.22 µm メンブレンユースポイント
カートリッジ（Millipak、Merck-Millipore、ビ
レリカ、マサチューセッツ州、米国）を備えた 
Milli-Q Integral システムで精製しました。リ
ン酸二水素ナトリウム一水和物、リン酸水素
二ナトリウム七水和物、塩化ナトリウム、塩酸、
水酸化ナトリウム、トリス（ヒドロキシメチル）
-アミノメタン、イミダゾール、およびピペラジ
ン六水和物は、Sigma-Aldrich（シュタインハ
イム、ドイツ）から入手しました。 
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サンプル
 – Agilent-NISTmAb（p/n 5191-5744）

 – ヒト化モノクローナル抗体トラスツズマ
ブ（ハーセプチンとして販売）は Roche
（バーゼル、スイス）から入手しました

 – トラスツズマブは、30 mM リン酸バッファ、
pH 6.8 に溶解しました

バッファの前処理
2 L の 30 mM リン酸バッファ、pH 6.8 につ
いては、4.45 g のリン酸二水素ナトリウム一
水和物および 7.44 g のリン酸水素二ナトリウ
ム七水和物を計量し、茶色の 2 L ボトルに加
えて超純水を 2 L まで調製しました（& バッ
ファ A）。29.22 g の塩化ナトリウムを総濃度
が 500 mM になるように空の茶色 1 L ボトル
に加え、前処理したリン酸バッファ A を 1 L ま
で調製しました（& バッファ B）。前処理した
両方のバッファの pH 値を確認し、必要に応じ
て pH 6.8 に調整しました（大量の塩を加え
ると pH が変化する場合があります）。前処理
した両方のバッファを 0.2 µm メンブレンフィ
ルタでろ過しました。 

メソッド
表 1 参照

注：高濃度の塩溶液を溶出液として使用す
る際には、ポンプメソッドにおいて対応する溶
媒タイプの設定を検討してください。例えば、
500 mM の塩化ナトリウムが含まれている溶
媒 B の場合、ポンプメソッドの溶媒選択フィー
ルドで［Generic Aqueou（一般的な水）］や
［Water（水）］ではなく、「Sodium Chloride 
0.5 M（塩化ナトリウム 0.5 M）」を使用しま
す。大量の塩を加えると溶媒の圧縮率が変化
するため、あらかじめ設定された溶媒テーブ
ルを使用することにより最高のポンプ性能を
実現できます。 

結果と考察

メソッド開発 
目的の分離能を達成して最適な分離をするに
は、電荷変異体分析用の広範なメソッド開発
が必要です。このために非常に重要になるの
は、pH とグラジエント勾配という 2 つのパラ
メータに対して最適な値を見つけることです。
両方の因子が分離に大きな影響を与える可能
性があります。最初に、pH スカウティングを
実行して、分離に最適な pH を見つけること
を推奨します。以前の実験では、使用するバッ
ファの pH を pH 6.4～ 7.4 まで分析して、ト
ラスツズマブと NISTmAb 参照標準の両方の
サンプルに対して最適な pH を 6.8 と決定し
ました（データは示していません）。次のステッ
プは、最適なグラジエント勾配を決定して、効
率的な分離を実行することです。 

表 1. 塩グラジエントのクロマトグラフィー条件

パラメータ 設定値

溶媒 A）30 mM リン酸バッファ、pH 6.8、B）30 mM リン酸バッファ、pH 6.8、500 mM 塩化ナトリウム

グラジエント

30 分で 0 または 25 mM～ 150 mM NaCl、メソッド開発で複数の緩やかなグラジエントを使用 
0 mM（トラスツズマブ）および 25 mM（NIST）、30 分で 100 mM NaCl まで上昇させて再現性を評価 
30 分で 25～ 50 mM NaCl まで上昇させて再現性を評価（非常に緩やかなグラジエント） 
31 分後に 500 mM NaCl で洗浄

ストップタイム：35 分 
ポストタイム：15 分

流量 0.200 mL/min

温度 30 ℃

検出
280 nm

10 Hz

注入
注入量：3 µL（トラスツズマブの場合）、2 µL（NIST の場合） 
サンプル温度：10 ℃ 
ニードル洗浄：水で 3 秒間
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図 1 は、1 % B/min（5 mM/min）～ 0.33 
% B/min（1.66 mM/min）の範囲の複数の
グラジエント勾配でトラスツズマブの電荷変異
体を分析した結果を重ね表示したものです。
グラジエントが緩やかになるほど、ポンプ性
能への要件が高くなっています。グラジエント
時に非常に正確な溶媒組成を実現するため
には、少量の溶媒成分を混合する際にポンプ
を正確かつ高精度で動作させる必要がありま
す。ただし、塩グラジエントの場合、グラジエ
ントを非常に緩やかにしても分離能が高くな
るとは限らず、単にピーク幅が広がるだけで
ある（例えば、図 1 の 0.33 % B/min）ことを
考慮する必要があります。したがって、再現性
の実験で選択したグラジエント勾配は、試験
したグラジエントの中間である 0.66 % B/min
（3.3 mM/min）であることがわかり、さらに
緩やかにするように検討する必要があります。

NISTmAb 参照標準の電荷変異体の分離の場
合も、同様のメソッド開発手順を実行しました
（図 2 を参照）。NIST の開始条件には、等電
点（pI）が～ 9 のトラスツズマブと比較してわ
ずかに多い量の塩が含まれていました。この原
因は NIST 抗体の pI が高かったためです（pI 
は～ 9.2）。NISTmAb 参照標準の電荷変異体
をより効率的に分離するために、トラスツズマ
ブと比較してグラジエントをわずかに緩やかに
しました。その結果、最も緩やかなグラジエン
トは 0.17 % B/min（0.83 mM/min）で、ポ
ンプにとっては困難な処理です。詳細な再現性
の実験では、0.5 % B/min（2.5 mM/min）の
グラジエント勾配を選択しました。

図 2. 複数の塩グラジエント勾配による NISTmAb 参照標準分離メソッド開発

リテンションタイム

レ
ス
ポ
ン
ス

30 分で 25～75 mM、5～15 % B – 0.33 % B/min（1.66 mM/min）
30 分で 25～100 mM、5～20 % B – 0.5 % B/min（2.5 mM/min）
30 分で 25～125 mM、5～25 % B – 0.66 % B/min（3.3 mM/min）
30 分で 25～150 mM、5～30 % B – 0.83 % B/min（4.17 mM/min）

30 分で 25～50 mM、5～10 % B – 0.17 % B/min（0.83 mM/min）

図 1. 複数の塩グラジエント勾配によるトラスツズマブ分離メソッド開発

リテンションタイム

レ
ス
ポ
ン
ス

30 分で 0～50 mM、0～10 % B – 0.33 % B/min（1.66 mM/min）
30 分で 0～75 mM、0～15 % B – 0.5 % B/min（2.5 mM/min）
30 分で 0～100 mM、0～20 % B – 0.66 % B/min（3.3 mM/min）
30 分で 0～125 mM、0～25 % B – 0.83 % B/min（4.17 mM/min）
30 分で 0～150 mM、0～30 % B – 1 % B/min（5 mM/min）
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トラスツズマブ電荷変異体の分離の 
再現性
図 3 は、0.66 % B/min（3.3 mM/min）のグ
ラジエント勾配でトラスツズマブの電荷変異体
を分離した際の再現性の実験結果を示してい
ます（A）。図 3B は、分離した変異体を見や
すくするために表示を拡大したものです。A と
いうマークが付けられた変異体は、メインピー
クの前に溶出した酸性変異体を表しているの
に対して、塩基性変異体 B はメインピークの
後に溶出しています。メインピークの前では 5 
つの酸性変異体が分離されており、メインピー
クの後では 4 つの塩基性変異体が溶出してい
ました。すべての変異体とメインピークに対し
て、リテンションタイム（RT）と面積の精度を
評価しました。RT と面積の精度は両方ともに
優れたものであり、RT については 0.052 % 
相対標準偏差（RSD）未満の値で、面積につ
いては 0.82 % RSD 未満の値です。ただし、2 
つの非常に小さな変異体ピーク A1 と B3 を
除きます。

精度 
（RSD） RT（%） 面積（%）

A1 0.033 1.793

A2 0.016 0.701

A3 0.026 0.403

A4 0.023 0.813

A5 0.032 0.327

メイン 0.033 0.313

B1 0.038 0.329

B2 0.048 0.254

B3 0.046 3.549

B4 0.051 0.812

図 3. （A）7 回の連続分析において 0.66 % B/min（3.3 mM/min）のグラジエント勾配でトラスツズマブの 
電荷変異体を分離した際の再現性の実験結果。（B）拡大表示 
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NISTmAb 電荷変異体の分離の再現性
図 4 は、0.5 % B/min（2.5 mM/min）のグ
ラジエント勾配で NISTmAb 参照標準の電荷
変異体を分離した際の再現性の実験結果を示
しています（A）。

図 4B は、2 つの酸性変異体と 4 つの塩基性
変異体を拡大して表示したものです。今回も、
すべての変異体とメインピークに対して、リテ
ンションタイム（RT）と面積の精度を評価し
ました。RT と面積の精度は両方ともに優れ
たものであり、RT については 0.06 % RSD 
未満の値で、面積については 0.55 % RSD 未
満の値です。ただし、1 つの非常に小さな変
異体ピーク B2 を除きます。 

図 2 に示したように、最も緩やかなグラジエ
ントの 0.17 % B/min（0.83 mM/min）の場
合、0.5 % B/min（2.5 mM/min）（再現性の
実験で使用したより緩やかな値）のようなグラ
ジエントと比較して、分離能は良好ではありま
せん。 
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精度 
（RSD） RT（%） 面積（%）

A1 0.058 0.540

A2 0.039 0.374

メイン 0.045 0.126

B1 0.042 0.141

B2 0.049 1.469

B3 0.033 0.354

B4 0.033 0.485

図 4. （A）7 回の連続分析において 0.5 % B/min（2.5 mM/min）のグラジエント勾配で NISTmAb 参照標準の 
電荷変異体を分離した際の再現性の実験結果。（B）拡大表示
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ただし、1290 Infinity II Bio ハイスピードポ
ンプは、分析困難なグラジエント勾配に対応
しました。これを図 5 に示します。7 回の連続
した分析での RT 精度は非常に良好でしたが
（0.25 % RSD 未満）、使用したグラジエント
ではピーク幅が非常に広くなりました。ピーク
幅が広くなるとピーク高は低くなりますが、こ
れは面積精度に悪影響を及ぼします。 

結論

複数の塩グラジエント勾配に対して、1290 
Infinity II Bio LC によりトラスツズマブと 
NISTmAb の電荷変異体の分離と再現性を
評価しました。グラジエントが緩やかになる
と、分離能が向上しているように見えること
があります。しかし、両方の mAb に対して、
評価した最も緩やかなグラジエントの場合で
も、最高の分離を実現できず、勾配が緩やか
になるにつれてピーク幅が広がり始めただけ
で、これ以上は分離が向上しないことがわか
りました。高分離とシャープなピーク形状を
最適に組み合わせたメソッドに対して、再現
性を詳細に評価しました。グラジエント勾配
が 3.3 mM/min（トラスツズマブ）および 2.5 
mM/min（NISTmAb）の場合、RT と面積の
両方で優れた再現性が実現しました。評価し
たすべてのピークに対して、RT 精度は 0.06 
% RSD 未満でした。NISTmAb で試験した最
も緩やかなグラジエントに対しても再現性を
評価したところ、非常に緩やかなグラジエント
勾配 0.83 mM/min の場合でも、非常に優れ
た RT 精度が実現しました（< 0.25 % RSD）。
これらのデータは、完全に鉄分のない流路を
備えた 1290 Infinity II Bio LC がバイオクロ
マトグラフィーで使用する条件に最適で、非常
に再現性の高い結果が得られることを示して
います。

精度 
（RSD） RT（%） 面積（%）

A1 0.238 6.608

メイン 0.102 1.95

B1 0.08 8.157

図 5. 7 回の連続分析において 0.17 % B/min（0.83 mM/min）のグラジエント勾配で NISTmAb 参照標準の 
電荷変異体を分離した際の再現性の実験結果。



15

参考文献
1. Dick Jr., L. W. et al. Identification and 

Measurement of Isoaspartic Acid 
Formation in the Complementarity 
Determining Region of a Fully Human 
Monoclonal Antibody. J. Chromatogr. B 
Analyt. Technol. Biomed. Life Sci. 2009, 
877(30), 3841–3849.

2. Zhang, L. et al. Improving pH Gradient 
Cation-Exchange Chromatography of 
Monoclonal Antibodies by Controlling 
Ionic Strength. J. Chromatogr. A 2013, 
1272, 56–64.

3. Farnan, D.; Moreno, G. T. Multiproduct 
High-Resolution Monoclonal 
Antibody Charge Variant Separations 
by pH Gradient Ion-Exchange 
Chromatography. Anal. Chem. 2009, 
81(21), 8846–8857.

4. The LC Handbook Guide to LC 
Columns and Method Development. 
Agilent Technologies, publication 
number 5990-7595EN, 2016.

5. Goyon, A. et al. Determination of 
Isoelectric Points and Relative 
Charge Variants of 23 Therapeutic 
Monoclonal Antibodies. J. Chromatogr. 
B Analyt. Technol. Biomed. Life Sci. 2017, 
1065–1066, 119–128. 

6. Xie, L. et al. Demonstrating Analytical 
Similarity of Trastuzumab Biosimilar 
HLX02 to Herceptin with a Panel of 
Sensitive and Orthogonal Methods 
Including a Novel FcγRIIIa Affinity 
Chromatography Technology. 
BioDrugs 2020, 34(3), 363–379.

ホームページ
www.agilent.com/chem/jp

カストマコンタクトセンタ
0120-477-111 
email_japan@agilent.com

本製品は一般的な実験用途での使用を想定しており、
医薬品医療機器等法に基づく登録を行っておりません。
本文書に記載の情報、説明、製品仕様等は予告なしに
変更されることがあります。 

アジレント・テクノロジー株式会社  
© Agilent Technologies, Inc. 2020
Printed in Japan, October 12, 2020
5994-2692JAJP
DE.9640277778



Application Note

Biopharma

16

著者
Edgar Nägele 
Agilent Technologies, Inc.

概要

このアプリケーションノートでは、Agilent AdvanceBio SEC カラムと超低分散キャピラリーを搭載した 
Agilent 1290 Infinity II Bio LC システムにより、サイズ排除クロマトグラフィー（SEC）タンパク質分離
における優れた分離能について示しています。イナート仕様の UHPLC システムでは、腐食性塩バッファ
を使用した分析が実施できるため、メンテナンスコストが削減されます。内径が異なる（0.17、0.12、
0.07 mm）キャピラリーに対して、SEC 分析の分離能を比較しました。タンパク質標準混合物、および
凝集体を含むモノクローナル抗体（mAb）を分離して分離能を比較しました。さらに、分子量の測定は、
Agilent OpenLab GPC/SEC アドオンソフトウェアで 1 つのソフトウェアソリューションにおいて、1 ス
テップのワークフローを実現しました。

mAb 凝集体分析の向上

Agilent 1290 Infinity II Bio LC システムを用いた 
高分離能 SEC
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はじめに

mAb のような現代のバイオ医薬品は、非常
に不均一な化合物です。最も重要な品質特性
（CQA）の 1 つである凝集体モニタリングは
通常、SEC で実施します。この手法では、標
準のカラムキャリブレーション後に分子量を計
算することにより、化合物を同定できます。さ
らに、二量体および三量体以上の凝集体のよ
うな不必要な高分子量化合物が存在するこ
とを示すことにより、純度を確認することがで
きます。必要な分離能を得るためには、2 µm 
以下の粒子材料が充填された最新の SEC カ
ラムが推奨されます。最適な性能を実現する
には、2 µm 以下のカラムとデッドボリューム
が可能な限り小さい UHPLC システムを組み
合わせる必要があります。デッドボリュームが
大きい場合、分散効果によってカラムの分離
能が低下します。さらに、完全なイナート仕様
の 1290 Infinity II Bio LC は、SEC バッファ
でよく見られる高塩濃度に完全対応しており、
最小限のメンテナンスコストで信頼性の高い
結果が得られます。

このアプリケーションノートでは、1290 
Infinity II Bio LC での最新の 2 µm 以下の 
SEC カラムを使用し、デッドボリュームが可
能な限り少ないシステムを使用することのメ
リットについて示します。タンパク質および凝
集体の分離に対するデッドボリュームの影響
について実証するために、内径の異なるキャ
ピラリーを使用しました。十分に特性解析さ
れた NISTmAb を使用して pH および熱的ス
トレスにより多数の凝集体を生成し、次に二
量体、三量体、およびそれ以上の凝集体を分
離します。

実験方法

機器
 – Agilent 1290 Infinity II Bio ハイスピード
ポンプ（G7132A）

 – Agilent 1290 Infinity II Bio マルチ 
サンプラ（G7137A）、一体型サンプル
サーモスタット付き（#101）

 – Agilent 1290 Infinity II マルチカラム 
サーモスタット（G7116B）、イナート仕様
熱交換器付き

 – Agilent 1290 Infinity II 可変波長検出器
（G7114B）、イナート仕様のマイクロ 
フローセル、3 mm、2 µL 搭載

追加部品
Agilent 1290 Infinity II Bio 超低拡散キット
（G7132A#006）

ソフトウェア
Agilent OpenLab バージョン 2.5 および 
GPC/SEC アドオンソフトウェア V. 1.2

パラメータ 設定値

溶媒 リン酸緩衝液（PBS）、pH 7.4

流量 0.35 mL/min

イソクラティック分離

カラム温度 30 ℃

サンプル温度 4 ℃

ニードル洗浄 水で 3 秒間

注入量 5 µL

検出（VWD） 280 nm、データレート 20 Hz

LC メソッド

カラム
Agilent AdvanceBio SEC、200 Å、4.6 × 
300 mm、1.9 µm（p/n PL1580-5201）

サンプル
 – キャリブレーション用タンパク質混合物
（p/n 5190-9417）：サイログロブリン
（670,000 Da）、γ-グロブリン（150,000 
Da）、オボアルブミン（45,000 Da）、ミオ
グロビン（17,000 Da）、アンギオテンシ
ン II（1,000 Da）

 – ヒト化モノクローナル抗体（mAb）のトラ
スツズマブ（ハーセプチンとして販売）は 
Roche（バーゼル、スイス）から入手しま
した。トラスツズマブは、30 mM リン酸
バッファ（pH 6.8）に溶解しました。

 – Agilent NISTmAb、ヒト化 IgG1κ mAb
（p/n 5191-5745）

pH/温度ストレスを加えた NISTmAb 用
のプロトコル
mAb を移動相で最終濃度 2 mg/mL に希釈
しました。pH ストレスは、他の文献に記載さ
れている方法にわずかな変更をして実施しま
した。11 M HCl をゆっくりとサンプル溶液に
滴下して、pH を 6.0 から 1.0 にしました。そ
の後、1 M NaOH を追加して pH を 10.0 に
調整しました。最終的に、1 M HCl を追加し
て pH を再び調整して 6.0 に戻しました。pH 
が推移する間に約 1 分間の待ち時間を設定
し、一定速度でわずかに撹拌しました。この
溶液を 60 ℃ で 60 分間インキュベートしま
した。

溶媒と試薬
 – PBS：1 錠を 200 mL の脱イオン水に
溶解すると、25 ℃ で 0.01 M リン酸バッ
ファ、0.0027 M 塩化カリウム、0.137 M 
塩化ナトリウム、pH 7.4 の溶液が得られ
ます。

 – 試薬はドイツの VWR から購入しました。

 – 超純水は、LC-Pak Polisher および 0.22 
µm メンブレンユースポイントカートリッジ
（Millipak 社）を備えた Milli-Q Integral 
システムで精製しました。
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結果と考察

タンパク質の SEC 分離用の最新カラムには 
2 µm 未満の粒子を含む材料が充填されてお
り、最適な分離能を実現します。ただし、この
場合には、デッドボリュームが低く最適化され
た機器が必要になります。これは、特に内径
が大きいキャピラリーが、分離能を低下させる
場合があるためです。3 種類の二量体を含む、
5 種類のタンパク質混合物を 1290 Infinity II 
Bio LC を使用して分離した結果を図 1A に示
します。デッドボリュームと分散効果を最小限
に抑えるために、内径 0.07 mm のキャピラ
リーを使用して分離しました。サイログロブリ
ンの溶出時間が早い（4.947 分）二量体も部
分的に分離されました。分子量測定のための
キャリブレーションを設定するために、この混
合物中のすべてのタンパク質を使用して検量
線を作成しました（図 1B）。曲線が最適に適
合したのは 4 次の場合でした。 

図 1. （A）Agilent AdvanceBio SEC、200 Å、4.6 × 300 mm、1.9 µm と、0.07 mm キャピラリーを含む 
Agilent 1290 Infinity II Bio 超低拡散キットを組み合わせて、3 種類の二量体を含む 5 種類のタンパク質混合物
を分離した結果。（B）いくつかの二量体を含むタンパク質混合物を用いた、分子量測定の SEC 検量線
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キャリブレーションを使用して、mAb トラスツ
ズマブおよび構成した二量体凝集体の分子量
を測定しました（図 2）。抗体は 6.489 分に溶
出し、対応する二量体凝集体は 5.673 分に溶
出しています（図 2A）。トラスツズマブと二量
体の最大ピークで測定された分子量はそれぞ
れ、Mp 141,566 Da および Mp 321,609 Da 
でした。分子量分布を図 2B に、計算した分
子量を下の表（2C）に示します。

図 2. トラスツズマブと二量体凝集体、分子量の測定。（A）二量体凝集体からのトラスツズマブ単量体の SEC 分離。 
（B）トラスツズマブと二量体凝集体の分子量。（C）トラスツズマブとその凝集体の分子量を示す表。 
Mp：最大ピークでの分子量
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使用したキャピラリーの内径の影響を、内径 
0.07（ULD）、0.12、0.17 mm のキャピラリー
で比較して示します。影響を実証するために、
タンパク質混合物（図 1 参照）の 2 番目お
よび 3 番目のピークの分離能を測定しました
（図 3）。ピーク 2 とピーク 3 の分離能の最
高値は、内径 0.07 mm のキャピラリーで得ら
れました（図 3 の表）。ピーク半値幅を測定
するために、タンパク質混合物のピーク 2 を
使用しました。測定した値から、内径が大きい
キャピラリーを使用した際にピーク幅が増大
することがわかりました。

トラスツズマブとその凝集体の分離に対する
キャピラリーの影響を図 4 に示します。今回、
別の低分子量化合物がメインピークの下に
隠れていたことがわかっています。このピーク
は、0.17 mm キャピラリーではわずかなショ
ルダーとしてのみ分離されていますが、0.07 
mm キャピラリーではより明確に表示されて
います。 図 3. キャピラリーの内径を増大させた場合の分離能とピーク幅に与える影響の比較
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図 4. 使用したキャピラリーの内径に応じた、二量体凝集体からのトラスツズマブの分離能と二量体のピーク幅
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リテンションタイムとピーク面積の RSD 値は、
すべてのキャピラリーで優れています（表 1）。

別の例として、十分に特性解析された 
NISTmAb（ヒト化 IgG1κ mAb）を凝集体か
ら分離し、分子量を測定しました（図 5）。

表 1. 使用したすべてのキャピラリーでのトラスツズマブのリテンションタイムとピーク
面積の RSD。リテンションタイムが増大しているのは、異なるセットのキャピラリーの
容量が増大しているためです。 

0.07 mm キャピラリー 0.12 mm キャピラリー 0.17 mm キャピラリー

RT 面積 RT 面積 RT 面積

平均 6.464 1736.13 6.500 1727.05 6.554 1717.29

RSD（%） 0.02 0.10 0.01 0.28 0.01 0.25

図 5. （A）分離能 3.11 によるメイン二量体凝集体からの NISTmAb の分離。（B）NISTmAb とその凝集体の分子量。（C）NISTmAb とその凝集体の主なピーク特性解析の値を 
示す表。（D）NISTmAb とその凝集体の分子質量を示す表
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pH ストレスおよび温度ストレス条件下で
は（「実験方法」のセクションを参照）、この 
mAb は高凝集体を形成する場合があります
（図 6）。超低分散キャピラリーを使用すると、
高凝集体を分離できます（図 6A）。ピーク特
性解析による分子量分布と値を、図 6B と関
連する表に示します。

図 6. （A）pH ストレスを加えた NISTmAb からの凝集体の分離。（B）NISTmAb のストレス条件下で発生した凝集体の分子量分布。 
（C）NISTmAb とその凝集体の主なピーク特性解析の値を示す表。（D）NISTmAb とその凝集体の分子質量を示す表

RT 
（分） 面積 高さ

分離能 
USP テーリング 幅 50 %

4.913 1926.46 70.80  0.781 0.398

5.479 129.63 14.58 0.85 1.277 0.168

5.728 106.16 9.5 0.91 1.985 0.185

6.551 1208.07 172.21 3.33 1.116 0.110

C

D

RT（分） Mp（g/mol）

4.913 706827

5.479 411615

5.728 321609

6.551 141918
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結論

このアプリケーションノートでは、1290 
Infinity II Bio LC と AdvanceBio SEC カラ
ムを組み合わせて、システムの最低のデッドボ
リュームと超低分散キャピラリーにより、最高
の分離能でタンパク質とその凝集体を分離す
る能力について実証しました。1290 Infinity 
II Bio LC は、高塩バッファで動作できる完全
にイナート仕様のシステムです。これにより、
最高の分離能性能で最低のメンテナンスコス
トが実現します。
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概要

低分子量（LMW）種や高分子量（HMW）種のような製品関連の不純物は、治療用モノクローナル抗
体（mAb）製品の重要品質特性（CQA）であると考えられており、医薬品の製造プロセス全体でモニ
タリングする必要があります。このアプリケーションノートでは、Agilent 1290 Infinity II Bio LC システ
ムと PEEK ライナ付き Agilent PLRP-S カラムを組み合わせた優れた性能に基づく RPLC メソッドを開
発しました。NISTmAb の還元した重鎖および軽鎖を分析することにより、グラジエント勾配がきわめて
緩やかな場合でも、優れた相対リテンションタイムと面積偏向が得られました。メソッド開発後は、2 つ
の重鎖（H2）または 2 つの重鎖と 1 つの軽鎖（H2L）のような関連するすべての LMW フラグメント
を分離して検出できました。このメソッドは、UV および MS 検出器を連続して組み合わせているため、
バイオ医薬品の製造チェーンの一部の領域で使用できます。さらに、このメソッドは SDS-PAGE/CE-
SDS の代替でもあり、LMW 種と翻訳後修飾（PTM）という 2 つの CQA を 1 回で分析できる可能性
が示されました。 

製品関連の mAb フラグメントのモニタリング

Agilent 1290 Infinity II Bio LC システムを用いた 
インタクトプロテイン分析による低分子量種の  
UV および MS 検出 
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はじめに 

mAb はバイオ医薬品の主要な製品クラスで
あり、さまざまな疾患を適切に処置してきまし
た。1これらの生体分子には保存されているヘ
テロ四量体構造が含まれており、これはジス
ルフィド結合で接続された 2 つの重鎖と 2 つ
の軽鎖で構成されています。製造時や不適切
な保管状態において、LMW 種（図 1 を参照）
または HMW 種（抗体ダイマーなど）のよう
な製品関連の不純物が形成される場合があり
ます。これらの不純物は多くの精製ステップの
後でも存在する場合があり、医薬品ではこれ
らの不純物を CQA としてモニタリングするこ
とが非常に重要になります。抗体ダイマー、三
量体、高い凝集体のような HMW 種は、サイ
ズ排除クロマトグラフィー（SEC）と UV 検出
によりルーチン分析と分離が可能です。2SEC 
と MS 検出を組み合わせて実施することによ
り、分子量と PTM に関連する不純物を詳細
に特性解析できます。3重鎖（H）、軽鎖（L）、
H2L フラグメントのような LMW 種は、キャピ
ラリー電気泳動-ドデシル硫酸ナトリウム（CE-
SDS）により分析できます。4ただし、CE-SDS 
は、SDS による高いイオン抑制が原因で MS 
検出と組み合わせることができないため、多
くの場合は経験的知識に基づいて LMW 種を
同定します。このアプリケーションノートでは、
1290 Infinity II Bio LC と PEEK ライナ付
き PLRP-S カラムの優れた性能に基づいた、
mAb のLMW 種の代替分析手法について説
明します。ルーチン分析であれ詳細分析であ
れ必要に応じて、逆相液体クロマトグラフィー
（RPLC）モードを用いて、NISTmAb の関連
する還元誘導された LMW フラグメントをすべ
て UV および MS で検出できます。 

実験方法 

装置 

Agilent 1290 Infinity II Bio LC システムを 
Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF と
組み合わせて、次のモジュールで構成しました。 

 – Agilent 1290 Infinity II Bio ハイスピード
ポンプ（G7132A） 

 – Agilent 1290 Infinity II Bio マルチサンプ
ラ（G7137A）、サンプルサーモスタット付
き（オプション #101） 

 – Agilent 1290 Infinity II マルチカラム 
サーモスタット（G7116B）、標準の 
フロークイック搭載 

 – Bio 熱交換器（G7116-60071）と 2 つ
の Agilent 熱平衡化デバイス（G7116-
60013）を接続 

 – Agilent 1290 Infinity II 可変波長検出器
（VWD）（G7114B）、バイオマイクロ 
フローセル VWD、3 mm、2 µL、RFID  
搭載 

 – Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF
（G6545XT） 

ソフトウェア
 – Agilent MassHunter ワークステーション
ソフトウェア（B.09.00 以降） 

 – Agilent MassHunter Qualitative 
Analysis（10.0 以降） 

 – Agilent MassHunter BioConfirm 
（10.0 以降） 

カラム
Agilent PLRP-S 5 µm 1000 Å、 
2.1 × 100 mm PEEK ライナ付き 
（p/n PL1912-2502PK） 

試薬
Agilent InfinityLab Ultrapure LC/MS アセト
ニトリル（p/n 5191-4496）および Agilent-
NISTmAb（p/n 5191-5744）を使 用しま
した。超純水は、0.22 µm メンブレンユー
スポイントカートリッジ（Millipak、Merck-
Millipore、ビレリカ、マサチューセッツ州、米
国）を備えた Milli-Q Integral システムで精製
しました。DL-ジチオスレイトール（DTT）は 
Merck（ダルムシュタット、ドイツ）から購入し
ました。 

図 1. モノクローナル抗体（mAb）の還元誘導 LMW 種の概略図。 
略語： H2L（2 つの重鎖と 1 つの軽鎖）、H2（2 つの重鎖）、 
HL（1 つの重鎖と 1 つの軽鎖）、H（重鎖）、L（軽鎖） 

H2L H2 HL H L

低分子量種

mAb
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サンプル前処理
NISTmAb を部分的に還元するために、
1290 Infinity II Bio マルチサンプラにおい
て、茶色ガラスバイアルで 4 ℃ で、40 µg を 
1 mM DTT とともに直接インキュベーショ
ンしました。40 µg の NISTmAb を 10 mM 
DTT とともに 60 ℃ で 30 分間インキュベー
ションして、重鎖（H）および軽鎖（L）に完
全に還元しました。注入濃度は 1 mg/mL の 
NISTmAb または還元した NISTmAb でし
た。 

表 1. Agilent 1290 Infinity II Bio LC を使用してインタクト NISTmAb 
および対応する LMW 種を分析するための LC メソッド 

パラメータ 設定値 

カラム Agilent PLRP-S 5 µm 1,000 Å、2.1 × 100 mm PEEK ライニング 

溶媒 
A）水 + 0.1 % ギ酸 
B）アセトニトリル + 0.1 % ギ酸 

グラジエント 

0.00 分 – 25 % B  
9.00 分 – 30 % B  
34.00 分 – 38 % B  
34.01 分 – 100 % B  
36.00 分 – 100 % B  
36.01 分 – 25 % B  
40.00 分 – 25 % B 

流量 0.400 mL/min 

温度 60 ℃、熱平衡化デバイス搭載 

UV 検出器 VWD： 280 nm、10 Hz/MS ：表 2 を参照 

注入 
注入量：0.3 µL  
サンプル温度：4 ℃  
洗浄：水で 3 秒間（フラッシュポート） 

表 2. インタクト NISTmAb および対応する LMW 種を分析する際の 
イオン源および MS のパラメータ 

パラメータ 設定値 

機器 Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 

ガス温度 350 ℃ 

ドライガス流量 12 L/min 

ネブライザ 35 psig

シースガス温度 350 ℃ 

シースガス流量 11 L/min 

VCap 4,000 V 

ノズル電圧 2,000 V 

フラグメンタ 180 V 

スキマ電圧 65 V 

Oct 1 RF Vpp 750 V 

取り込みモード ポジティブ、拡張（m/z 10,000）質量範囲 

質量範囲 m/z 100～ 10,000 

取り込みレート 1 スペクトル/秒

リファレンス質量 m/z 922.0098 



27

図 3 のクロマトグラムから、1290 Infinity II 
Bio マルチサンプラで NISTmAb が動的に還
元されていることがわかります。図 1 に示さ
れている関連する mAb フラグメントはすべて
適切に分離されており、DTT の追加が原因で
長時間にわたって変化しています。特に、H2、
H2L フラグメント、NISTmAb は RPLC で非
常に良好に分離されており、LMW の分析に
おいて PEEK ライナ付き PLRP-S カラムと 
1290 Infinity II Bio LC を組み合わせたメソッ
ドが適切であることを示しています。RPLC 
モードが存在するために、1290 Infinity II 
Bio LC システム を 6545XT AdvanceBio 
LC/Q-TOF と簡単に組み合わせることが
でき、MS データを Agilent MassHunter 
BioConfirm で解析できます。図 3 のスペク
トルは、デコンボリューション後のそれぞれの
フラグメントの主なグリコフォームを示してい

ます。NISTmAb 固有のグリコシル化により、
このメソッドで複数のフラグメントの PTM を
簡単に分析できることがわかります。さらに、
図 4B は、mAb ピーク周辺におけるフラグメ
ントのクラスタリングに対する代表的なイオン
の抽出イオンクロマトグラム（EIC）を示して
います。これらの EIC は、PEEK ライナ付き 
PLRP-S カラムの高い分解能の結果として、
良好なピーク形状も実現しています。 

1290 Infinity II 可変波長検出器と 6545XT 
AdvanceBio LC/Q-TOF を連続して組み合
わせた機器設定により、1 回の分析でバンド
をほぼ拡大させずに、プロセス開発から品質
管理まで利便性の高いメソッドを移管しなくて
も、UV および MS 検出を実行できます（図 
4A）。

結果と考察 

製造から品質管理までの製造プロセス全体で
バイオ医薬品を分析する場合、LC システムで
分析可能な最高の性能が要求されます。mAb 
フラグメントの分析に関する 1290 Infinity II 
Bio LC の性能を評価するために、NISTmAb 
を DTT で完全に還元して H および L フラグ
メントを生成しました。図 2 に、7 回の連続
注入における相対リテンションタイムと面積
の相対標準偏差（RSD）を示します。これ
により、1290 Infinity II Bio LC と 6545XT 
AdvanceBio LC/Q-TOF の組み合わせにおい
て、リテンションタイムと面積精度が優れてお
り、mAb フラグメントの緩やかなグラジエント
での分析に最適であることがわかります。LC 
メソッドが、勾配 0.32 および 0.55 % B/min 
の 2 つの直線グラジエントで構成されている
場合でも、リテンションタイムの RSD 値は 
0.190 %（L）および 0.056 %（H）、面積精
度の RSD 値は 0.530 %（L）および 0.744 %
（H）と低く抑えられています。 

LMW 種を RPLC で分析する際の主な課題
の 1 つは、H2 や H2L のような抗体フラグメ
ントを分離するには分解能が不十分であると
いうことです。この原因は、実際の mAb と疎
水性が類似しているためです。これらのフラグ
メントは、発酵プロセスまたは最終製品での
部分的な還元により生成される場合がありま
す。ただし、これらのフラグメントは、少量の 
DTT とともに温度を下げた状態で長時間に
わたって部分的な還元を実施することにより、
人工的に生成することもできます。この手法を
使用して、PEEK ライナ付き PLRP-S と 1290 
Infinity II Bio LC をベースにした RPLC メソッ
ドを開発しました。 
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図 2. NISTmAb を還元することによって得られる重鎖および軽鎖フラグメントを分析した 
相対リテンションタイムと面積精度（RSD、n = 7） 

mAb フラグメント RT RSD（%） 面積の RSD（%）

0.056 0.744mAb フラグメント RT RSD（%） 面積の RSD（%）

0.190 0.530
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図 3. Agilent 1290 Infinity II Bio LC で分離され Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF で検出された NISTmAb の動的な部分的還元の 
クロマトグラム。それぞれのフラグメントに対応する抽出スペクトルは、NISTmAb 固有のグリコシル化を示しています。 
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結論

LMW や HMW 種のような製品関連の不純
物の分析においては、従来の SDS-PAGE と
最新で同等の CE-SDS が広く使用されてい
ます。ただし、これらのメソッドで LMW 種の
構造を同定することは困難であり、主に経験
的知識に基づいていました。このアプリケー
ションノートでは、NISTmAb の関連するすべ
ての還元起因 LMW 種を分離できる RPLC メ
ソッドについて説明しました。1290 Infinity II 
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図 4. 1 回の分析で取得した NISTmAb 周辺のフラグメントクラスタリングの MS および UV クロマトグラム（A）。優れたピーク形状を示す 
NISTmAb フラグメントの抽出イオンクロマトグラム（B） 

Bio LC は、重鎖および軽鎖フラグメントの分
析を基にして、優れたリテンションタイムと面
積精度値を実現できました。1290 Infinity II 
Bio マルチサンプラでの NISTmAb の動的
な還元とそれに続く 6545XT AdvanceBio 
LC/Q-TOF による検出により、このメソッドが
翻訳後修飾の分析に最適であることがわかり
ました。この能力をフラグメント分析と組みわ
せることにより、バイオ医薬品開発を加速でき
ます。これは、PEEK ライナ付き PLRP-S カラ
ムと 1290 Infinity II Bio LC が、最終の品質
管理までの製造プロセス全体にわたるバイオ
医薬品の分析において将来的なニーズにも対
応できる組み合わせであるためです。 
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概要

モノクローナル抗体の電荷変異体の分離は、クロマトグラフィー技術者にとって困難な作業になる可能
性があります。分析対象のモノクローナル抗体には微小不均一性があるため、最適な分離能を見つけ
るには、大がかりなメソッド開発が必要になることがあります。pH グラジエントの分離能は、従来の塩
グラジエントより優れていることが多く、極めて効率的に電荷変異体を分離できます。このアプリケーショ
ンノートでは、異なるタイプの pH グラジエントを使用した、トラスツズマブと NIST mAb の 2 つのモノ
クローナル抗体の高分離能で再現性のある電荷変異体分析について説明します。 

Agilent 1260 Infinity II Prime Bio LC システムは流路にまったく鉄を含まず、Agilent 1260 Infinity II 
Bio フレキシブルポンプを備えており、Agilent Buffer Advisor ソフトウェアを使用して、わずか 4 つの
原液から溶媒の動的混合をすることができます。 

カチオン交換分析の便利なカスタマイズ

Agilent 1260 Infinity II Prime Bio LC システム、 
Agilent Buffer Advisor ソフトウェア、および pH グラジエントを
組み合わせた高分離能電荷変異体分析
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はじめに

治療用モノクローナル抗体（mAb）は非常に
不均一な分子であり、多数の変異体で構成さ
れています。多数の変異体の存在はこの種の
バイオ医薬品では自然に起こることであり、必
ずしも不純物とは見なされません。溶液中の
タンパク質は多くの場合、水性媒体へのタン
パク質界面に極性および荷電アミノ酸を持っ
ていますが、疎水性残基は疎水性相互作用の
ために自己会合する傾向があります。周囲の
液体と接触しているタンパク質の「外側」に
あるこれらのアミノ酸は、修飾されやすくなっ
ています。1

変異体はタンパク質の微小不均一性とも呼
ばれ、抗体産生中の翻訳後修飾に由来するこ
とがあります。さらに、精製プロセス・配合・
および/または保管後に修飾されることもあり
ます。2  しかし、その変異体が医薬品タンパク
質に存在する場合、生物学的活性が異なった
り、免疫原性が強まる可能性があります。2  し
たがってバイオ医薬品の安全性と有効性を確
保するためには、mAb の微小不均一性は広
範な特性解析の対象となります。 

カチオン交換クロマトグラフィー（CEX）は、
モノクローナル抗体の電荷変異体分析の標準
分析法と見なされています。3  従来の塩グラ
ジエントは、メソッドが完全に最適化されてい
れば高い分離能を発揮します。ただし、タンパ
ク質分離を目的とした高分離能イオン交換法
を開発するのに必要な労力は、非常に大きく
なる可能性があります。塩濃度、移動相の pH 
値、および添加剤などは、最適化すべきパラ
メータのごく一部です。さらに、すべての分子、
特に生体分子は異なる挙動を示す可能性があ
り、開発されたメソッドに対する要求は、実験
パラメータの大きな変化、特に pH 値に関し
て厳しくなります。1、4

pH グラジエントベースの CEX は、クロマト
フォーカシングとしても知られていますが、
mAb 電荷変異体を分離するために高分離能
で堅牢なメソッドを実現します。1,4,5  通常のイ
オン交換クロマトグラフィー（IEX）では、バッ
ファのイオン強度（おもに NaCl などの塩）を
増加させることにより、分子をカラムから溶出
させます。対照的に pH グラジエントでは、バッ
ファの pH の変化に伴って、結合した分子が
溶出します。これにより、正味の表面電荷が変
化し、分子が電気的に中性である等電点（pI）
における結合分子の溶出が可能となります。 

より一般的なワイド pH グラジエントメソッド
では、単一のバッファシステム内で異なる抗体
から変異体を分離できます。1  また、pH グラ
ジエントベースメソッドのメソッド開発は、従
来のイオン強度ベースの IEX と比較して、よ
り簡単で大幅に短縮されます。 

1260 Infinity II Prime Bio LC システムは、バ
イオクロマトグラフィーで使用される条件に特
化して設計されたアジレントの次世代ハイエン
ド液体クロマトグラフィーシステムです。また、
サンプル流路全体にステンレス（SST）と鉄
分がまったく存在していません。マルチサンプ
ラ、マルチカラムサーモスタット、検出器全体
のキャピラリとフィッティングはすべて、ニッケ
ル-コバルト合金の MP35N 製です。この材質
を使用することにより、高塩含有バッファによ
る腐食の可能性が低減され、鉄イオンの存在
により引き起こされるタンパク質の修飾（酸
化、タンパク質複合体の形成など）を防止で
きます。 

1260 Infinity II Bio フレキシブルポンプは
クォータナリポンプとして使用でき、Buffer 
Advisor ソフトウェアを用いれば 4 つの原液
のみから溶媒の動的混合を容易に実現できま
す。その結果、バイオ分析ワークフローが簡素
化され、バッファの準備に必要な時間が大幅
に短縮されます。Buffer Advisor ソフトウェア
を使用すると、IEX のポンプタイムテーブルを
計算するだけで、4 液から成る塩グラジエント
と pH グラジエントをすばやく簡単に生成でき
ます。 

このアプリケーションノートでは 2 つの異なる 
pH グラジエントを使用して、トラスツズマブと 
NIST mAb 参照標準の電荷変異体の分析に
ついて説明します。 

実験方法

装置
Agilent 1260 Infinity II Prime Bio LC システ
ムは、次のモジュールで構成されます。

 – Agilent 1260 Infinity II Bio フレキシブル
ポンプ（G7131C）

 – Agilent 1290 Infinity II Bio マルチサンプ
ラ（G7137A）、サンプルサーモスタット付
き（オプション #101）

 – Agilent 1290 Infinity II マルチカラム 
サーモスタット（G7116B）、標準フロー
バイオコンパチブル熱交換器搭載

 – Agilent 1290 Infinity II 可変波長検出器
（G7114B）、イナート仕様のマイクロ 
フローセル、3 mm、2 µL 搭載

ソフトウェア
Agilent OpenLab CDS バージョン 2.5 以降

カラム
Bio MAb、NP5、2.1 × 250 mm、PEEK（部
品番号 5190-2411）

試薬
すべての溶媒は LC グレードを使用しました。
超純水は、0.22 µm メンブレンユースポイント
カートリッジ（Millipak、Merck-Millipore、ビ
レリカ、マサチューセッツ州、米国）を備えた 
Milli-Q Integral システムで精製しました。リ
ン酸二水素ナトリウム一水和物、リン酸水素
二ナトリウム七水和物、塩化ナトリウム、トリ
ス（トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン）、
イミダゾール、塩酸、およびピペラジン六水和
物は、Sigma-Aldrich（ドイツ、シュタインハ
イム）から入手しました。
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サンプル
 – Agilent-NISTmAb 
（部品番号 5191-5744）

 – ヒト化モノクローナル抗体トラスツズマブ
（ハーセプチンとして販売）。Roche（ス
イス、バーゼル）から入手しました。トラス
ツズマブは 30 mM リン酸緩衝液、pH 6.8 
に溶解しました。

バッファの前処理
バッファは、Buffer Advisor ソフトウェアの
原液レシピに従って調製しました（図 1 を参
照）。 

四級リン酸塩ベースのバッファシステム：
Buffer Advisor によって計算
A： 水

B： 1,700 mM 塩化ナトリウム 

C： 44.5 mM リン酸二水素ナトリウム

D： 55 mM リン酸水素二ナトリウム

注：この設定は、塩および pH グラジエント溶
出ともに使用できます。これにより、直接比較
が可能になり、メソッド開発の可能性が高まり
ます。

バイナリワイド pH グラジエントバッファ
システム－ Buffer Advisor によって 
計算
Buffer Advisor を使用すると、複合バッファ
とも呼ばれる広範囲の pH グラジエントを作
成できます。これらの場合、グラジエントを作
成するために C チャネルと D チャネルのみ
が使用されます。この実験では、Farnan と 
Moreno1によって記述された pH グラジエン
トを使用し、Buffer Advisor の原液組成に
ユーザー混合物としてバッファ組成を挿入し
ました（2.4 mM トリス、1.5 mM イミダゾー
ル、11.6 mM ピペラジン、pH 調整用の HCl 

pH 6 & C および 10.5 & D）。このオプション
により、ユーザーはバッファ組成物を自作し
て、目的の pH 範囲を実現できます。Buffer 
Advisor は、双方のバッファ混合物のイオン強
度（IS）とバッファキャパシティ（BC）を計算
します。 

A： 水

B： n/a

C： pH = 6、IS = 22.5 mM、BC = 6.19 mM

D： pH = 10.5、IS = 0.717 mM、 
BC = 2.31 mM

表 2. 四級リン酸ベースのバッファシステム－pH グラジエントクロマトグラフィーの条件

パラメータ 設定値

溶媒

A：水 
B：1,700 mM 塩化ナトリウム 
C：44.5 mM リン酸二水素ナトリウム 
D：55 mM リン酸水素二ナトリウム

グラジエント 

グラジエント 0 ～ 30 分：pH 7 ～ 8.4（30 mM リン酸バッファ、pH 6.8）。 
30 ～ 31 分：洗浄ステップ 500 mM NaCl

ストップタイム：31 分 
ポストタイム：15 分

流量 0.200 mL/min

温度 30 ℃

検出
280 nm 
10 Hz

注入
注入量：4 µL 
サンプル温度：8 ℃ 
水でのニードル洗浄：3 秒

図 1. Agilent Buffer Advisor 原液レシピ：四級リン酸バッファシステム

メソッド
表 1. 四級リン酸塩ベースのバッファシステム：塩グラジエントクロマトグラフィーの条件

パラメータ 設定値

溶媒

A：水 
B：1,700 mM 塩化ナトリウム 
C：44.5 mM リン酸二水素ナトリウム 
D：55 mM リン酸水素二ナトリウム

グラジエント 

グラジエント 0 ～ 30 分：10 ～ 110 mM NaCl（30 mM リン酸バッファ、pH 6.8）。 
30 ～ 31 分：洗浄ステップ 500 mM NaCl 

ストップタイム：31 分 
ポストタイム：15 分

流量 0.200 mL/min

温度 30 ℃

検出
280 nm 
10 Hz

注入
注入量：4 µL 
サンプル温度：8 ℃ 
水でのニードル洗浄：3 秒
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注：高濃度の塩溶液を溶出液として使用する
際には、ポンプメソッドにおいて対応する溶媒
タイプの設定を検討してください。したがって
例えば、1,700 mM NaCl を使用するリン酸
バッファグラジエントの溶媒 B の場合、ポンプ
メソッドの溶媒選択フィールドで、［Generic 
Aqueou（一般的な水）］や［Water（水）］で
はなく、「Sodium Chloride 1.5 M（塩化ナト
リウム 1.5 M）」 を使用します。大量の塩を加
えると溶媒の圧縮率が変化するため、あらか
じめ設定された溶媒テーブルを使用すること
によりポンプの性能を最大限に引き出すこと
ができます。 

結果と考察

Buffer Advisor を使用すると、塩と pH グラ
ジエント勾配の両方が計算できます。このア
プリケーションノートの実験方法のセクション
で説明されている四級リン酸バッファを使用
すると、トラスツズマブの電荷変異体を分離す
るために使用する両方のバージョンを計算で
きます。 

図 2 は、2 つのクロマトグラムの重ね表示を
示しています。トラスツズマブの電荷変異体を、
フラットな塩グラジエント（青）と pH 7 ～ 
8.4 のリン酸バッファ pH グラジエント（緑）
で分離したものです。塩と pH グラジエントに
よる分離は同等ですが、pH グラジエントを使
用すると分離能がわずかに向上します。 

表 3. バイナリワイド pH グラジエントバッファシステム / Farnan pH グラジエント 

パラメータ 設定値

溶媒

A：n/a 
B：n/a 
C：pH = 6、IS = 22,4 mM、BC = 6,14 mM（Farnan バッファ 1） 
D：pH = 10,5、IS = 0,717 mM、BC = 2,31 mM（Farnan バッファ 1）

グラジエント 

トラスツズマブグラジエント：0 ～ 50 分、pH 8.3 ～ 10、それに続く 51 ～ 55 分、
pH 10.5 での「洗浄」ステップ

ストップタイム：55 分 
ポストタイム：20 分

NISTmAb グラジエント：0 ～ 45 分、pH 8.9 ～ 10.5 

ストップタイム：50 分 
ポストタイム：20 分

流量 0.200 mL/min

温度 30 ℃

検出
280 nm 
10 Hz

注入
注入量：4 µL 
サンプル温度：8 ℃ 
水でのニードル洗浄：3 秒

リテンションタイム

レ
ス
ポ
ン
ス

A1

A2
A4

メイン

B1
B2

B3

A1

A2
A4

メイン

B3

フラットな塩グラジエント
リン酸バッファ pH グラジエント

図 2. フラットな塩グラジエント（青）と pH 7 ～ 8.4 のリン酸バッファ pH グラジエント（緑）を使用して 
電荷変異体を分離した際の 2 つのクロマトグラムの重ね表示
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Buffer Advisor ソフトウェアの機能の 1 つ
は、特定のグラジエント内に追加のグラジエン
トステップを追加して、直線グラジエント（塩
および pH）の計算を改善することで目的の 
pH / プリセットした pH から大きく逸脱するこ
となく完全な直線性を実現することです。こ
の機能を有効にするには、Buffer Advisor 
ユーザーインタフェース（UI）の 4. Create % 
Timetable セクションの Optimize Gradient
［グラジエントの最適化］ボックスをオンにし
てください（図 3A および 3B の赤い円を参
照）。

図 3A と B は、ボックスをチェックしない場
合（A）とチェックした場合（B）のプリセッ
ト pH と実際の pH の違いを示しています。
Buffer Advisor による追加の最適化を行わ
ないと、実際の pH はプリセット pH から最
大 0.4 単位ずれる可能性があり、ユーザーが
実行中のグラジエント直線性を信頼すること
が難しくなります。Optimize Gradient［グラ
ジエントの最適化］ボックス（図 3B）をオン
にすると、元のグラジエントに追加のステップ
が挿入され、pH グラジエントの直線性が確
保されます。左下の Result Pump Gradient 
Timetable［ポンプグラジエントタイムテーブ
ルの結果］に、挿入された追加のステップが
表示され、実際のグラジエントがプリセットグ
ラジエントに可能な限り近くなります。このグ
ラジエントタイムテーブルは、OpenLab のメ
ソッドにエクスポートして、入力に必要な時間
を省き簡単に転送できます。 

図 3.Agilent Buffer Advisor ソフトウェアのグラジエント機能で最適化して、線形性に優れた  
pH グラジエントを実現。A は最適化なし、B は最適化されたグラジエントを示しています。

A

B
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図 4 は、pH 7 から 8.4 までのリン酸バッファ 
pH グラジエントを使用したトラスツズマブの
電荷変異体分析の 7 回の分析結果を重ね表
示したものです。最初の 2 つのピークを除い
て、リテンションタイム（RT）と面積の相対標
準偏差（RSD）が 0.085 %未満という優れた
再現性が得られました。変異体 A3 および B3 
は面積と高さが非常に小さいため、面積の再
現性が 1 % より高くなっています。

リン酸バッファシステムでは、特に目的の分子
の pI が pH 6 ～ 8 のバッファ範囲にない場
合、メソッド開発は制限されます。分子の pI 
が高すぎる場合、このバッファシステムを使用
して溶出させることはできません。例えば、pI 
が 9.186 の NIST mAb は、CEX カラムから
の溶出を可能にするために別のバッファシス
テムが必要になります。

より一般的なアプローチは、複数のバッ
ファシステムで構成される広範囲の pH グ
ラジエントを使用することです。この設定
は、Composite Buffer（Wide Range pH 
Gradient）という名称で Buffer Advisor ソフ
トウェアにも組み込まれています。Farnan と 
Moreno（2009）1 の pH 範囲 6.0 ～ 10.5 
の pH グラジエントは、モノクローナル抗体の
電荷変異体を分析するのに適したバッファシ
ステムです。このシステムをさらに使用し、こ
のメソッドをトラスツズマブと NIST mAb 用に
最適化しました。
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図 4. pH 7 ～ 8.4 のリン酸バッファ pH グラジエントで分析したトラスツズマブの 7 回連続測定の重ね表示 
（リテンションタイム（RT）と面積の精度表を含む）
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図 5 は、広範囲の pH グラジエントを、最適
な分離能を実現するために pH 8.3 ～ 10 に
狭めて使用した場合のトラスツズマブ電荷変
異体の分離を示しています。リン酸バッファ 
pH グラジエントと比較して（図 2 を参照）、
メインピークの前に溶出するさらに 2 つの酸
性変異体（A1 から A6）と、メインピークの
後に溶出するもう 1 つの塩基性変異体を分
離することができました。特に図 5B の拡大
図は、メインピーク周辺のさまざまな電荷変
異体の優れた分離を示しています。図 2 に示
すなだらかな塩と pH のグラジエントと比較
して、ピークがシャープで分離能が向上して
います。

判別したすべての変異体について、RT と面
積の精度を評価しました（図 5 のピークテー
ブルを参照）。非常に小さなピークにおいても 
RT の精度は優れており、最初の変異体 A1 を
除いて RSD は 0.06 % 未満の値でした。面積
精度は、非常に小さいピークを除き、大半の
ピークで優れた値を示しました。 

Farnan と Moreno1 で使用された pH グラジ
エントも、NISTmAb の分析に最適であること
がわかりました（図 6 を参照）。NISTmAb の
場合、NISTmAb の pI が異なるため、pH グ
ラジエントは異なる pH 範囲に変更しました。
ここで開発した pH 8.9 ～ 10.5 までのなだら
かなグラジエントを用いて、3 つの酸性変異体
と 2 つの塩基性変異体を分離することができ
ました。 

図 5. pH 8.3 ～ 10 のワイド pH グラジエントを用いて分析したトラスツズマブの 7 回連続測定の重ね表示 
（リテンションタイム（RT）と面積 A の精度表を含む）。単回注入 B の拡大図
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図 6. Farnan および Moreno1 に従って pH 8.9 ～ 10.5 に変更した pH グラジエントを使用した NISTmAb の分離
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モノクローナル抗体の分析において、塩グラ
ジエントに対する pH グラジエントの優位性
が実証されました。pH グラジエントはなだら
かな塩グラジエントと比べても、メソッド開発
を容易にし、さらには高分離能のクロマトグラ
フィーの結果が得られることが示されました。
塩グラジエントメソッド開発の可能性はかなり
限られていますが（グラジエントスロープの変
更は、ピーク幅が広がるだけで、分離の変化
は見られませんが7）、pH グラジエントは分離
能をさらに高め、シャープなピークが維持でき
る可能性を示しています。これは、トラスツズ
マブと NIST mAb の分析で、特に Farnan と 
Moreno1 に基づく広範囲の pH グラジエント
の使用によって示されました。Buffer Advisor 
ソフトウェアによって、リン酸バッファシステム
用の 4 つの原液の動的混合が容易になり、ラ
ボでの時間のかかるバッファ液調製の作業時
間を短縮できます。さらに、広範囲の pH グ
ラジエントは、Buffer Advisor によって簡単
に計算できます。したがって、Buffer Advisor 
ソフトウェアで開発され、サンプル流路に鉄
をまったく含まない Agilent 1260 Infinity II 
Prime Bio LC システムとフレキシブルポンプ
で実行したすべてのメソッドで、信頼性と再現
性の高い結果が得られました。
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概要

このアプリケーションノートでは、Agilent InfinityLab 2D-LC ソリューション および Agilent 6545 
LC/Q-TOF システムを用いた 4 次元液体クロマトグラフィー /質量分析（4D-LC/MS）によるモノク
ローナル抗体（mAb）電荷変異体の完全に自動化された詳細な特性解析について説明します。カチオ
ン交換クロマトグラフィー（CEX）によって分離された電荷変異体は、マルチハートカットバルブに取り
付けられたループで収集され、LC/MS ベースのペプチドマッピングの前に、オンライン脱塩、変性、還元、
およびトリプシン消化に連続的にかけられます。 

4D-LC/MS を用いたモノクローナル抗体電荷
変異体の完全自動化特性解析

1D CEX 
(DAD)

4D Peptide mapping
(MS) 

Online 
2D Desalting/Reduction
3D Digestion

4D ペプチドマッピング
（MS）

オンライン
2D 脱塩/還元
3D 消化

1D CEX
（DAD）
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はじめに

タンパク質バイオ医薬品は、がん、心血管疾
患、糖尿病、感染症、炎症性疾患、自己免疫
疾患などのさまざまな疾患の治療のための重
要な治療薬として活用され始めています。1-3  
タンパク質バイオ医薬品にはさまざまな種類
があり、モノクローナル抗体（mAbs）、抗体
薬物複合体（ADC）、融合タンパク質、ホルモ
ン、成長因子、サイトカイン、治療用酵素、血
液因子、ワクチン、抗凝固剤などがあります。
安全性と有効性の点で明らかな利点がある
ため、これらの分子は医薬品市場を大幅に再
編し、現在では 350 を超える製品のヒトへの
使用が米国および欧州連合で承認されていま
す。1-3  これは医薬品市場全体の約 4 分の 1 
に相当し、その中でも mAb は最も急速に成
長している医薬品クラスです。 

これらの分子は、治療の大きな可能性がある
と同時に、分析に関する要求が非常に厳しい
巨大な構造の複雑さを有しています。1、2  小
分子薬とは対照的に、バイオ医薬品は大き
く（mAb の分子量は約 150 kDa）、不均一
です。バイオ医薬品は 1 つまたは 2 つの遺伝
子から生まれるものです。ただし、翻訳後修飾
（PTM）、アミノ酸配列、高次構造などが異
なる可能性のある数百の変異体が共存してお
り、これらすべてが製品のプロファイル、安全
性、および有効性に関係します。1-3  そのため、
変異体の詳細な構造特性評価には、クロマト
グラフィー（LC）と質量分析（MS）をはじめ
とする多くの分析ツールが用いられます。 

アスパラギンの脱アミド化、C 末端のリジン切
断、N 末端の環化（ピログルタミン酸形成）、
シアル化などの PTM から生じる可能性のあ
る電荷変異体を研究するための重要技術とし
て CEX があります。CEX では、固定相のアニ
オン基とタンパク質表面のカチオン基の間の
静電相互作用が分離の基礎となっています。
タンパク質が等電点（pI）より低い移動相 pH 
でカラムにロードされ、塩または pH グラジエ
ントを使用して溶出されます。CEX バッファは
通常、不揮発性成分で構成されているため、
これらのメソッドは MS と互換性がありませ
ん。ピーク同定は、MS 分析の前にピークの
収集と脱塩を行う面倒な作業です。4  近年、
堅牢な 2D-LC 機器が商業的に導入されたこ
とにより、このような一連の作業は、オンライ
ンで自動化されたメソッドで行われるように
なりました。5-9  CEX カラムから溶出するピー
クはループに保存され、MS 測定の前に逆相
（RPLC）またはサイズ排除クロマトグラフィー
（SEC）を使用してオンライン脱塩にかけられ
ます。包括的な（LC×LC）と（複数の）ハー
トカット 2D-LC（LC-LC）の両方が使用されま
す。5-9   ただし、CEX ピークを明確に識別する
には、ペプチドマッピングが必要です。タンパ
ク質測定は同一性を示し、MS 機器の質量精
度を超える質量差を伴う主要な修飾を強調し
ますが、通常、実際のアミノ酸配列を得ること
はできず、修飾を特定することもできません。
以前の研究 10-12 を受けて、このアプリケーショ
ンノートでは、一次元（1D）CEX、ピーク収
集、2D 脱塩、変性、還元、3D トリプシン消化、
mAb 電荷変異体の詳細な特性解析のため
の 4D RPLC/MS ベースのペプチドマッピング
を組み込んだ、完全自動化されたオンライン 
4D-LC/MS セットアップについて説明します。 

実験方法

試料調製
アセトニトリル（HPLC-S）、水（ULC/MS）、
およびギ酸（ULC/MS）は、Biosolve（オラ
ンダ、ファルケンスワールト）から入手しまし
た。NaH2PO4、Na2HPO4-2H2O、NaCl、
NH4HCO3、トリス塩基、およびジチオスレイ
トール（DTT）は、Sigma（米国ミズーリ州
セントルイス）から購入しました。UltraPure 
Tris-HCl pH 7.5 は、ThermoFisher 
Scientific（米国マサチューセッツ州ウォル
サム）から購入しました。タイプ I の水は、
Sartorius（ドイツ、ゲッティンゲン）製の 
arium pro Ultrapure Lab Water System を
用いて水道水から精製しました。ヒト化モノク
ローナル抗体のトラスツズマブ（ハーセプチン
として販売）を Roche（スイス、バーゼル）か
ら入手しました。 

サンプル前処理
トラスツズマブは、1D CEX 移動相 A（MPA：
10mM リン酸ナトリウム pH 7.65）で 7 
mg/mL に希釈しました。トラスツズマブを 37 
℃で 3 日間高 pH 条件（100 mM Tris pH 
9.0）でインキュベートし、続いて 1D CEX 移
動相 A で 7 mg/mL にバッファ交換すること
により、脱アミド化を誘導しました。

装置構成
マルチハートカットオプションを備えた 
Agilent 1290 Infinity II 2D-LC システム、追
加の Agilent 1260 Infinity II クォータナリ
ポンプと Agilent 1260 Infinity II アイソク
ラティックポンプ、追加で 2 個の 2 位置/6 
ポートバルブ、およびゼロデッドボリューム 
T ピースを使用しました。内径 0.12 mm の
ステンレスチューブを使用しました。図 1 に
構成を概略的に示します。また、このアプリ
ケーションノートに要約します。ダイオード
アレイ検出（DAD）を、1 次元（CEX）と 4 
次元（RPLC）で使用しました。さらに、Jet 
Stream ESI ソースを備えた Agilent 6545 
LC/Q-TOF を使用して、4 番目で最後の次元
の検出を行いました。
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構成

1D：カチオン交換クロマトグラフィー

 – G7120A Agilent 1290 Infinity II  
ハイスピードポンプ

 – G7167B Agilent 1290 Infinity II  
マルチサンプラ、サンプルサーモスタット 
付き（オプション 101） 

 – G7116B Agilent 1290 Infinity II  
マルチカラムサーモスタット（MCT）、
Agilent InfinityLab クイックチェンジ  
2 ポジション/6 ポートバルブを装着した
バルブドライブ（オプション 058）付き、
1300 bar（G4231C）

 – G7117B Agilent 1290 Infinity II  
ダイオードアレイ検出器、3.7mm HDR 
InfinityLab Max-Light カートリッジセル
（G4212-60032）付き

注：シグナル強度を低減し、UV シグナルの
飽和を防ぐために、短い 3.7mm の検出器フ
ローセルを取り付けました。

マルチハートカット付き 2D-LC

 – Agilent 1290 Infinity バルブドライブ
（G1170A）、2D-LC バルブ（G4236A）
付き

 – 2 台の Agilent 1290 Infinity バルブ 
ドライブ（G1170A）、40 µL ループ付き 
マルチハートカットバルブ（G4242-
64000）を搭載

2D：脱塩、変性、還元用逆相クロマトグラフィー

G7111B Agilent 1260 Infinity II クォータ 
ナリポンプ、アクティブインレットバルブ（AIV）
（オプション 032）付き

3D：トリプシン消化

 – 0100-0969 ZDV T ピース

 – G7110B Agilent 1260 Infinity II  
アイソクラティックポンプ

図 1. マルチハートカットを用いた 1D CEX 分離と電荷変異体ピーク収集、2D RPLC ベースの脱塩、変性、還元、3D トリプシン消化、および 4D RPLC-MS ベースの 
ペプチドマッピングを組み込んだ 4D-LC/MS の構成

1D ポンプ 1D 注入
1D CEX
カラム

2D 
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ポンプ

3D 
イソクラティック
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4D：ペプチドマッピング用逆相クロマトグラ
フィー

 – G7120A Agilent 1290 Infinity II  
ハイスピードポンプ

 – G7116B Agilent 1290 Infinity II MCT、
Agilent InfinityLab クイックチェンジ  
2 ポジション/6 ポートバルブを装着した
バルブドライブ（オプション 058）付き、
1300 bar（G4231C）

 – G7117B Agilent 1290 Infinity II DAD、
10 mm InfinityLab Max-Light カート
リッジセル（G4212-60008）搭載

 – G6545A Agilent 6545 LC/Q-TOF、 
Jet Stream ESI ソース搭載

注：Orachrom StyrosZyme TPCK- トリプシ
ンおよび Agilent AdvanceBio ペプチドマッ
ピングカラムはともに、1 つのカラムコンパー
トメントの異なるゾーンに収納され、それぞれ 
40 および 60 ℃に維持されます。

ソフトウェア
 – Agilent OpenLab CDS ChemStation  
リビジョン C.01.07 SR4 [505]

 – 2D-LC アドオンソフトウェアリビジョン 
A.01.04 [017]

 – Agilent MassHunter、機器コントロール
用（B.09.00） 

 – Agilent MassHunter、データ解析用 
BioConfirm アドオン付き（B.07.00） 

メソッド
1D と 4D は 2D-LC ソフトウェアで構成し、2D 
と 3D は通常のメソッド設定で制御し、繰り返
しイベントとしてプログラムしました。これら
のイベントのサイクルタイムは 110 分で、2D-
LC ソフトウェアでプログラムされた 4D サイク
ルタイムと同じでした。MassHunter のデー
タ取り込みは、2D-LC システムからのリモート
スタートによってトリガーしました。

CEX 分析全体で 4 つのハートカットが行われ
ました。4.8 分における最初のハートカットは
ブランクカットです。これにより、対象の実際
の CEX ハートカットを分析する前に、すべて
の次元のプレコンディショニングが可能になり
ます。

1D：カチオン交換クロマトグラフィー

カラム Agilent Bio MAb、非多孔質（2.1 mm × 250 mm, 5 µm）（部品番号 5190-2411）

温度 30 ℃

移動相 A 10 mM リン酸ナトリウム、pH 7.65

移動相 B 10 mM リン酸ナトリウム、pH 7.65 + 100 mM NaCl

流量 0.2 mL/min

グラジエント

時間（分） B（%）

0 5
CEX 分析

36 70

36.5 100

46 100

46.5 5

60 5

注入 100 µg

検出 220 および 280 nm

ピーク幅 > 0.025 分（10 Hz）

マルチハートカット 1D > 2D

サンプリングタイムテーブル トラスツズマブ

カット 時間（分）

1 – ブランク 4.80

2 – プレピーク 14.93

3 - メインピーク 17.55

4 – ポストピーク 18.99

2D：脱塩、変性、還元用逆相クロマトグラフィー 
（手動入力の反復イベント）

カラム ポリマーベース脱塩カートリッジ、2.1 × 10 mm

温度 23 ℃

移動相 A 0.1 %（v/v）ギ酸水溶液

移動相 B 0.1 %（v/v）ギ酸アセトニトリル溶液

移動相 C 100 mM トリス -HCl（pH 7.5）に 20 mM DTT

グラジエント

時間（分） A（%） B（%） C（%） 流量（mL/min）

10 99 1 0 0.5 脱塩とフォーカシング

10.01 0 0 100 0.2
還元

20 0 0 100 0.2

20.01 99 1 0 0.5

脱塩と溶出
25 99 1 0 ---

25.01 40 60 0 ---

27 40 60 0 0.5

27.01 40 60 0 0.015
溶出と消化

68 40 60 0 0.015

68.01 0 100 0 0.5

85 0 100 0 ---

95 99 1 0 ---

120 99 1 0 ---

バルブ
27 分：位置 1 → 位置 2（トリプシン消化開始） 
67 分：位置 2 → 位置 1（ペプチドマッピング開始）
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データ処理
測定されたシグナルは、MassHunter ソフト
ウェアに組み込まれた BioConfirm アルゴリ
ズムを用いて、トラスツズマブの軽鎖および重
鎖の配列と照合しました。実験データをシー
ケンスと照合する際の質量許容値は 8 ppm 
としました。20 ppm の質量精度で得られた
抽出イオンクロマトグラム（EIC）を使用し
て、脱アミド化などの PTM をモニタリングし
ました。

結果と考察

CEX、ピーク収集、脱塩、変性、還元、トリ
プシン消化、およびペプチドマッピングを組
み込んだ、完全に自動化されたオンライン 
4D-LC/MS タンパク質アナライザのスキーム
を図 1 に示します。CEX ピークは、マルチハー
トカットバルブに取り付けられた 40 µL の
ループで収集され、脱塩、変性、および還元が
行われるポリマー RP カートリッジに 1 つずつ
移されます。カートリッジにトラップされた還
元 mAb は、その後、アセトニトリル濃度を上
げることによってトリプシンカラムに溶出され
ます。T ピースを使用して、トリプシン消化バッ
ファを逆相移動相と混合し、最適な消化条件
を設定してアセトニトリル濃度を下げます。消
化中、トリプシンカラムはペプチドマッピング
カラムと一直線とし、生成されたペプチドを 
RPLC カラムの先頭に集めます。20 分後、バ
ルブ切り替えを行い、MS への消化物の溶出
を開始します。 

3D：トリプシン消化 
（手動入力の反復イベント）

カラム
Orachrom StyrosZyme TPCK-トリプシン 
PEEK（2.1 × 150 mm）

温度 40 ℃

移動相 50 mM NH4HCO3、pH 8

グラジエント

時間 
（分）

流量 
（mL/min）

25 0.06

25.01 0.135
消化

67 0.135

67.01 0.06

135 0.06

バルブ

27 分：位置 1 → 位置 2 
（トリプシン消化開始）

67 分：位置 2 → 位置 1 
（ペプチドマッピング開始）

4D：ペプチドマッピング用逆相クロマトグラフィー（2D-LC ソフトウェア制御による反復イベント）

カラム Agilent AdvanceBio ペプチドマッピング（2.1 × 150 mm×2.7 µm）（部品番号 651750-902）

温度 60 ℃

移動相 A 0.1 %（v/v）ギ酸水溶液

移動相 B 0.1 %（v/v）ギ酸アセトニトリル溶液

流量 0.4 mL/min

グラジエント

時間（分） B（%）

0 1

8.5 1

9 100

15 100

16 1

20 1
ペプチドマッピングカラムでのロード消化

64 1

64 1
ペプチドマッピング

97 45

98 100

103 100

104 1

110 1

DAD 検出器 214 および 280 nm

ピーク幅 > 0.025 分（10 Hz）

MS 検出器

イオン源

ポジティブイオン化

ドライガス温度 300 ℃

ドライガス流量 8 L/min

ネブライザ圧力 35 psi

シースガス温度 350 ℃

シースガス流量 8 L/min

キャピラリ電圧 3,500 V

ノズル電圧 1,000 V

フラグメンタ 175 V

データ取り込み

モード 拡張ダイナミックレンジモード（2 GHz）

データ取り込み範囲 m/z 100 ～ 3,200 

1 スペクトラム/秒

セントロイド取り込み

67 分後にダイバータバルブを MS に切り替え
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mAb トラスツズマブの CEX クロマトグラムを
図 2 に示します。ハーセプチンとして商品化さ
れているトラスツズマブは、HER2 受容体に結
合するヒト化 IgG1 であり、この性質を用いて 
HER2 陽性転移性乳がんの治療に使用されて
います。pI が 8.45 の場合、mAb は CEX 移
動相 pH では正に帯電しており、それによって
負に帯電したクロマトグラフィー樹脂との相互
作用が支配されます。NaCl 塩グラジエントを
使用して mAb を溶出させると、さまざまな電
荷変異体が明らかになり、その後オンラインペ
プチドマッピングにかけられました。図 3A は、
図 2 に示した 3 つの CEX ピーク（プレピー
ク、メインピーク、およびポストピーク）と 
CEX ブランクの分析に関連した 4D-LC/MS 
実験を概略的に示したものです。図 3B は、1 
サイクルの圧力および DAD プロファイルを拡
大し、メイン CEX ピークの脱塩、変性、還元、
消化、およびペプチドマッピングを示したもの
です。90 % を超えるシーケンスカバレッジが
得られました。同定されたペプチドを表 1 に
示します。また、LC/MS 化合物クロマトグラ
ムの重ね表示を図 4 に示します。カバーされ
ていないペプチドは通常小さく、親水性のも
のが多く、消化中にペプチドマッピングカラム
のヘッドに集まらないことがあります。このた
め、それらは廃液として流されます。 

図 2. モノクローナル抗体トラスツズマブの CEX クロマトグラム。条件は参考文献 13 を参照。 
用いたハートカットは灰色で示されています。

分0 5 10 15 20 25 30

mAU

0

200

400

600

800

カット 1 
ブランク

カット 2 
プレピーク

カット 4 
ポストピーク

カット 3
 メイン
ピーク

シーケンス情報の他に、ペプチドマッピ
ングは修飾と修飾部位も明らかにしま
す。図 5 は、CEX のプレピーク、メイン
ピーク、ポストピーク、特に、2 つのペ
プチドの EIC（すなわち、30 位に潜在
的な脱アミド化部位を含む軽鎖ペプチド 
ASQDVNTAVAWYQQKPGK（LC 25-42）、
および 102 位に潜在的な異性化部位を含む
重鎖ペプチド WGGDGFYAMDYWGQGTLV 
TVSSASTK（HC 99-124））のオンラインペ
プチドマッピングを示したものです。データか
ら、プレピークは脱アミド化された変異体に
対応し、アスパラギンは軽鎖のうちの 1 つの 
30 位でアスパラギン酸に変換されていると推
定できます。ポストピークが重鎖のうち 1 つ
の 102 位にイソアスパラギン酸を有すること
も実証されました。これは、修飾された変異
体および修飾されていない変異体に対応する
ピークダブレットによって明確に視覚化され
ています。これらの結果は、ハーセプチンの
酸性および塩基性変異体に対してオフライン
画分収集およびペプチドマッピングを行った 
Harris らの報告結果4 と一致しています。

同じ実験を、高 pH ストレスを受けたハーセプ
チンサンプルで実施しました（図 6）。このよう
な条件は脱アミド化を誘発し、その結果 mAb 
をより酸性にすることが知られています。図 6 
に示す CEX プロファイルは酸性シフトを示し、
CEX ピーク 1 と 2 のペプチドマップデータ
は、両方の軽鎖が 30 位で脱アミド化された
二重脱アミド化変異体を示しています。CEX 
ピーク 3 と 4 は、単一の脱アミド化事象に対
応します。1 つの軽鎖が 30 位で脱アミド化さ
れます。ピーク 1 と 2、および 3 と 4 の違い
は、今回は重鎖の 387 位にある別の脱アミド
化に起因します。この脱アミド化部位は、脱ア
ミド化が存在する場合に明らかに異なって消
化される 2 つのペプチド（1 つは完全切断、
もう 1 つは誤切断）に現れます。 



44

図 3.（A）図 2 に示したように、プレピーク、メインピーク、ポストピーク、および CEX ブランク領域に焦点を当てた 4D-LC/MS 実験のさまざまなステージの概略図。 
（B）メイン CEX ピークの脱塩、変性、還元、消化、およびペプチドマッピングの拡大図

時間（分） 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520 530 540

1D

MHC 4.80 分 カット 1 - ブランク
14.93 分 カット 2 - プレピーク
17.55 分 カット 3 - メインピーク
18.99 分 カット 4 - ポストピーク

カット 1 - ブランク デッキ A ～ B - フラッシュグラジエント カット 2 - プレピーク カット 3 - メインピーク カット #4 - ポストピーク
2D

3D

4D

凡例 1D A CEX 分析 2D A 脱塩とフォーカシング 3D A 消化 4D A ペプチドマッピングカラムでのロード消化
B CEX コンディショニングおよび調製 B 還元 B ペプチドマッピング
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表 1. オンライン RPLC/MS ベースのペプチドマッピング後に CEX メインピークで同定されたペプチド

RT 質量 容量 容量 % シーケンス Seq Loc. Tgt. Seq. Mass Diff.（ppm） 誤切断

79.1 1880.9972 66635668 6.61 EVQLVESGGGLVQPGGSLR HC（001-019） 1880.9956 0.8 0

76.8 1109.5539 25727274 2.55 LSCAASGFNIK HC（020-030） 1109.5539 0.0 0

81.2 2180.0864 16055279 1.59 LSCAASGFNIKDTYIHWVR HC（020-038） 2180.0837 1.2 1

76.6 1088.5410 13618352 1.35 DTYIHWVR HC（031-038） 1088.5403 0.6 0

76.2 829.4442 24354704 2.42 GLEWVAR HC（044-050） 829.4446 -0.5 0

71.9 1083.5360 19879112 1.97 IYPTNGYTR HC（051-059） 1083.5349 1.0 0

72.1 1181.6059 3708836 0.37 GRFTISADTSK HC（066-076） 1181.6041 1.6 1

73.1 968.4819 26423682 2.62 FTISADTSK HC（068-076） 968.4815 0.4 0

79.3 2260.1184 317550 0.03 FTISADTSKNTAYLQMNSLR HC（068-087） 2260.1158 1.1 1

81.3 3518.6474 320893 0.03 FTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCSR HC（068-098） 3518.6446 0.8 2

76.8 1309.6451 24858112 2.47 NTAYLQMNSLR HC（077-087） 1309.6449 0.1 0

79.9 2568.1769 5903991 0.59 NTAYLQMNSLRAEDTAVYYCSR HC（077-098） 2568.1737 1.2 1

71.6 1276.5392 2994056 0.30 AEDTAVYYCSR HC（088-098） 1276.5394 -0.1 0

85.3 2783.2545 16863744 1.67 WGGDGFYAMDYWGQGTLVTVSSASTK HC（099-124） 2783.2537 0.3 0

78.7 1185.6398 68405792 6.79 GPSVFPLAPSSK HC（125-136） 1185.6394 0.4 0

77.7 1263.6494 36588096 3.63 STSGGTAALGCLVK HC（137-150） 1263.6493 0.1 0

88.3 6655.2898 221285 0.02
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS 

GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTK
HC（151-213） 6655.2857 0.6 0

79.8 1374.7171 214690 0.02 VDKKVEPKSCDK HC（214-225） 1374.7177 -0.4 3

84.9 2729.4093 7103687 0.71 THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK HC（226-251） 2729.4073 0.7 0

73.4 834.4277 13166738 1.31 DTLMISR HC（252-258） 834.4269 1.0 0

82.0 2897.4175 220680 0.02 DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVK HC（252-277） 2897.4151 0.9 1

84.3 4556.2041 547132 0.05 DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAK HC（252-291） 4556.1992 1.1 2

79.3 2081.0013 17858876 1.77 TPEVTCVVVDVSHEDPEVK HC（259-277） 2080.9987 1.2 0

83.0 3739.7881 18901388 1.88 TPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAK HC（259-291） 3739.7828 1.4 1

78.6 1676.7966 5991668 0.59 FNWYVDGVEVHNAK HC（278-291） 1676.7947 1.1 0

84.6 1807.0008 38113724 3.78 VVSVLTVLHQDWLNGK HC（305-320） 1806.9992 0.9 0

83.3 2227.2022 63210428 6.27 VVSVLTVLHQDWLNGKEYK HC（305-323） 2227.2001 0.9 1

82.4 2458.3080 2959244 0.29 VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK HC（305-325） 2458.3043 1.5 2

81.6 2886.5495 183447 0.02 VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK HC（305-329） 2886.5426 2.4 3

73.9 837.4964 38694668 3.84 ALPAPIEK HC（330-337） 837.4960 0.5 0

75.4 1285.6662 875645 0.09 EPQVYTLPPSR HC（348-358） 1285.6667 -0.4 0

75.6 1903.9366 36378636 3.61 EPQVYTLPPSREEMTK HC（348-363） 1903.9350 0.8 1

80.5 2989.5263 1849832 0.18 EPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVK HC（348-373） 2989.5253 0.3 2

78.4 1721.8701 179925 0.02 EEMTKNQVSLTCLVK HC（359-373） 1721.8692 0.6 1

78.9 1103.6013 45037560 4.47 NQVSLTCLVK HC（364-373） 1103.6009 0.4 0

81.6 2543.1245 29221288 2.90 GFYPSDIAVEWESNGQPENNYK HC（374-395） 2543.1241 0.2 0

85.7 4398.0307 5032842 0.50 GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSK HC（374-412） 4398.0281 0.6 1

85.9 4954.3531 225838 0.02 GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDK HC（374-417） 4954.3502 0.6 2

82.8 1872.9144 57538216 5.71 TTPPVLDSDGSFFLYSK HC（396-412） 1872.9146 -0.1 0

82.6 2429.2370 970108 0.10 TTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDK HC（396-417） 2429.2366 0.2 1

77.8 2986.3744 1042270 0.10 SRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQK HC（418-442） 2986.3715 1.0 1

78.5 2743.2427 46302832 4.60 WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQK HC（420-442） 2743.2384 1.6 0

74.6 659.3487 26985572 2.68 SLSLSPG HC（443-449） 659.3490 -0.5 0

76.7 1877.8787 2655889 0.26 DIQMTQSPSSLSASVGDR LC（001-018） 1877.8789 -0.1 0

79.5 2551.2398 9011163 0.89 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCR LC（001-024） 2551.2371 1.1 1
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RT 質量 容量 容量 % シーケンス Seq Loc. Tgt. Seq. Mass Diff.（ppm） 誤切断

75.6 1989.9932 10501849 1.04 ASQDVNTAVAWYQQKPGK LC（025-042） 1989.9908 1.2 0

74.8 2286.1771 370620 0.04 ASQDVNTAVAWYQQKPGKAPK LC（025-045） 2286.1757 0.6 1

84.3 1771.9519 27274394 2.71 LLIYSASFLYSGVPSR LC（046-061） 1771.9509 0.6 0

85.8 4129.8936 10160642 1.01 SGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPTFGQGTK LC（067-103） 4129.8892 1.1 0

85.3 4599.1803 2980494 0.30 SGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPTFGQGTKVEIK LC（067-107） 4599.1792 0.2 1

84.5 4755.2888 6157193 0.61 SGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPTFGQGTKVEIKR LC（067-108） 4755.2803 1.8 2

82.2 2101.1217 3894068 0.39 RTVAAPSVFIFPPSDEQLK LC（108-126） 2101.1208 0.4 1

84.0 1945.0220 32666390 3.24 TVAAPSVFIFPPSDEQLK LC（109-126） 1945.0197 1.2 0

90.2 3666.8789 1457746 0.14 TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPR LC（109-142） 3666.8756 0.9 1

85.5 1739.8676 23403588 2.32 SGTASVVCLLNNFYPR LC（127-142） 1739.8665 0.6 0

75.9 2676.2628 852142 0.08 VQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSK LC（146-169） 2676.2627 0.0 1

80.0 4160.0087 11663837 1.16 VQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSK LC（146-183） 4160.0033 1.3 2

79.7 4766.2746 403170 0.04 VQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK LC（146-188） 4766.2683 1.3 3

78.8 3618.7073 16391463 1.63 VDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSK LC（150-183） 3618.7021 1.5 1

78.6 4224.9705 725845 0.07 VDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK LC（150-188） 4224.9670 0.8 2

77.3 4490.1265 478190 0.05 VDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHK LC（150-190） 4490.1209 1.3 3

78.9 6290.0188 328711 0.03 VDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT 
LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTK LC（150-207） 6290.0085 1.6 4

79.0 1501.7515 2071466 0.21 DSTYSLSSTLTLSK LC（170-183） 1501.7512 0.2 0

74.0 2689.3218 547667 0.05 ADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTK LC（184-207） 2689.3170 1.8 2

73.4 2083.0562 6116953 0.61 HKVYACEVTHQGLSSPVTK LC（189-207） 2083.0521 2.0 1

75.3 1817.8988 25691042 2.55 VYACEVTHQGLSSPVTK LC（191-207） 1817.8982 0.3 0

図 4. オンラインペプチドマッピング後の CEX メインピークで MS により同定されたペプチドの RPLC/MS 化合物 
クロマトグラムの重ね表示 
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図 5. トラスツズマブ CEX のプレピーク、メインピーク、およびポストピークのオンラインペプチドマッピング。（A）CEX のクロマトグラムおよび 
（B）抽出イオンクロマトグラム－軽鎖ペプチド ASQDVNTAVAWYQQKPGK（LC 25-42）、脱アミド化軽鎖ペプチド ASQDVDTAVAWYQQKPGK（LC 25-42）、 
重鎖ペプチド WGGDGFYAMDYWGQGTLVTVSSASTK（HC 99-124）、異性化重鎖ペプチド WGGisoDGFYAMDYWGQGTLVTVSSASTK（HC 99-124） 
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図 6. 高 pH ストレスを受けたトラスツズマブ CEX ピーク 1、2、3、および 4 オンラインペプチドマッピング。（A）非ストレスおよび高 pH ストレストラスツズマブの  
CEX クロマトグラムの重ね図、（B）抽出イオンクロマトグラム－軽鎖ペプチド ASQDVNTAVAWYQQKPGK（LC 25-42）、脱アミド化軽鎖ペプチド ASQDVDTAVAWYQQKPGK
（LC 25-42）、重鎖ペプチド GFYPSDIAVEWESNGQPENNYK（HC 374-395）、脱アミド化重鎖ペプチド GFYPSDIAVEWESDGQPENNYK（HC 374-395）、 
重鎖ペプチド GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSK（HC374-412）、脱アミド化重鎖ペプチド GFYPSDIAVEWESDGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SK（HC 374-412） 
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結論

マルチハートカット、2D RPLC ベースの脱
塩、変性、還元、3D トリプシン消化、および 
4D RPLC/MS ベースのペプチドマッピングを
使用した 1D CEX 分離と電荷変動ピーク収
集を組み込んだ完全自動化 4D-LC/MS タン
パク質アナライザについて説明し、ストレスを
受けないトラスツズマブ、および高 pH ストレ
スを受けたトラスツズマブの CEX プロファイ
ルで観察された酸性および塩基性変異体の
特性解析に適用しました。このマルチディメ
ンジョナルシステムは、InfinityLab 2D-LC ソ
リューションと 6545 LC/Q-TOF システムに
基づいています。一次元の CEX をプロテイ
ン A アフィニティクロマトグラフィー、サイズ
排除クロマトグラフィー、疎水性相互作用クロ
マトグラフィーなどに置き換えることで、この 
4D-LC/MS 設計の変形型を簡単に構成する
ことができます。
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概要

重要プロセスパラメータ（CPP）と重要品質特性（CQA）の分析は、バイオ医薬品の製造において最
適なプロセス収率と製品品質を監視、保証する上で重要な役割を果たします。これらのパラメータの分
析には、HPLC メソッドがよく使用されます。ただし、ツールを実装する上では、コスト、ラボスペース、
およびワークロードが非常に重要となります。このアプリケーションノートでは、Agilent 1260 Infinity 
II バイオイナート LC システムを自動カラム選択バルブを装備した Agilent InfinityLab LC/MSD iQ と
組み合わせて用いて、使用済みメディア分析およびプロテイン A ベースの抗体価測定用に使用する方
法を示します。スマート MS 検出器を備えた親水性相互作用液体クロマトグラフィー（HILIC）を適用す
ることにより、重要な細胞培養培地成分において優れた直線性、感度、および選択性が達成されまし
た。1260 Infinity II バイオイナート LC システムではクォータナリポンプが使用されているため、機器
を手動で再構成することなく、モノクローナル抗体（mAb）製品のその後の分析を UV 検出器を用い
て実施することができました。カラム切り替え、洗浄、平衡化などの必要なメンテナンス操作はすべて、
Agilent OpenLab CDS 2 ソフトウェアを使用して実行できます。このソフトウェアは、21 CFR Part 11 
への準拠に関する FDA の要件を満たすことが完全に認められています。 

2-in-1 バイオプロセス分析

Agilent 1260 Infinity II バイオイナート LC および InfinityLab 
LC/MSD iQ を用いた内部バルブ切り替えによる mAb 抗体価
測定と使用済みメディア分析の組み合わせ
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はじめに

mAb などのバイオ医薬品の生産は、主にチャ
イニーズハムスター卵巣（CHO）細胞など
の哺乳類細胞株のバイオリアクタ培養によっ
て行われます。これらの生産宿主を最適に
成長させ、最適な収率を得るには、糖、アミ
ノ酸、ビタミン、成長因子などの多くの栄養
素を必要とします。1  プロセスと製品の分析
は、クオリティ・バイ・デザイン（QbD）な
どの概念を通じて、医薬品規制調和国際会
議（ICH）によって奨励されています。QbD 
においては、最終製品の品質を検査によって
保証するのではなく、品質を保証できるよう
なプロセスを作り上げることを目指していま
す。2  さまざまな分析方法が、オンライン、アッ
トライン、またはオフラインのツールとして、
アップストリーム/ダウンストリームプロセス
または品質管理に使用できます。モニタリン
グの重要なパラメータとしては、栄養素の消
費、製品の生成、および製品の品質（CQA）
があります。1  ラボのスペースは限られてお
り、分析メソッドの準備や切り替えには時間
がかかる可能性があるため、複数のパラメー
タを同時に分析する高度なメソッドが求めら
れています。このアプリケーションノートでは、
極性媒体化合物用の HILIC と、製品抗体価
の測定用のプロテイン A アフィニティクロマ
トグラフィーの 2 つの方法を紹介します。ど
ちらのメソッドも、自動カラム選択バルブを備
えた LC/MSD iQ に接続された単一の 1260 
Infinity II バイオイナート LC システムで実行
しました。

実験方法

装置
Agilent 1260 Infinity II バイオイナート LC シ
ステムを LC/MSD iQ と組み合わせ、次のモ
ジュールで構成しました。

 – Agilent 1260 Infinity II バイオイナート 
ポンプ（G5654A）

 – Agilent 1260 Infinity II バイオイナート 
マルチサンプラ（G5668A）、Agilent 
InfinityLab サンプルサーモスタット
（G5668A#101）およびマルチウォッシュ
オプション（G5668A#112）付き

 – Agilent 1260 Infinity II マルチカラム 
サーモスタット（G7116A）、バイオイナー
ト 4 ポジション/10 ポートカラム選択 
バルブ（G5639A）および広範囲温度
ゾーンでの使用向けデバイダアセンブリ
（G7116-60006）付き

 – Agilent 1260 Infinity II ダイオードアレイ
検出器 WR（G7115A）、バイオイナート
標準フローセル 10 mm（G4212-60007）
付き

 – Agilent InfinityLab LC/MSD iQ
（G6160AA）

 – Agilent InfinityLab フレックスベンチ MS
（G6015B）

ソフトウェア
Agilent OpenLab CDS バージョン 2.4

カラム
 – Agilent InfinityLab Poroshell 120 

HILIC-OH5、2.1 × 100 mm、2.7 µm 
（部品番号 685775-601）

 – Agilent Bio-Monolith Protein A、 
4.95 × 5.2 mm（部品番号 5069-3639）

バルブ構成
バイオイナート 4 ポジション/10 ポートカラム
選択バルブを図 1 に従って設置、構成し、分
析ごとに再構成することなく、単一の LC シス
テムで使用済みメディア分析と mAb 抗体価
分析を実現しました。ポジション 3 に追加の
バイパスキャピラリを使用することにより、カ
ラム選択バルブの上流にある LC システムのフ
ラッシングが可能になり、2 つのメソッドで使
用される移動相間の接触や塩の沈殿の可能
性が回避できます。

図 1. 構成されたバイオイナート 4 ポジション/10 ポートカラム選択バルブの 
概略図
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試薬
LC グレードのアセトニトリルは Merck（ドイ
ツ、ダルムシュタット）から購入しました。超
純水は、0.22 µm メンブレンユースポイント
カートリッジ（Millipak、Merck-Millipore、
ビレリカ、マサチューセッツ州、米国）を備
えた Milli-Q Integral システムで精製しまし
た。D-グルコース、L-グルタミン酸、L-グルタ
ミン、L-乳酸、および L-アラニル-L-グルタミ
ンは Sigma-Aldrich（ドイツ、シュタインハイ
ム）から購入しました。さらに、プレミックスア
ミノ酸標準を使用しました（部品番号 5061-
3330、1 nmol/µL）。ギ酸アンモニウムとギ酸
は VWR（ドイツ、ダルムシュタット）から入手
しました。

標準とサンプル前処理
すべての分析成分の原液は、混合参照標準と
して 10 mM の濃度で水中で調製しました。
水性標準液または培養上清（シュトゥットガル
ト大学生物化学工学研究所提供）を、プロテ
イン A クロマトグラフィーによる抗体価分析用
に遠心分離（12.100 × g、2 分）の直後に
注入するか、水で 1:10 に希釈して遠心分離
し、HILIC クロマトグラフィー用に 60 %（v/v）
アセトニトリルと 30 mM ギ酸アンモニウム
（pH 3.0）に調整しました。培地化合物のク
ロマトグラフィー性能を向上させる目的で、有
機溶媒とバッファによるサンプルの前希釈が必
要でした。 

培養
CHO DP12 細胞株を産生する IgG1 モノク
ローナル抗体（抗 IL-8）のバイオリアクタ培
養は、開始容量 1.0 L でバッチモードで実施
しました。メディアは化学的に定義されました
（TC42、Xell AG、ドイツ）。L-グルタミン、L-
アラニル-L-グルタミン、D-グルコース、成長因
子、およびその他のさまざまなアミノ酸が含ま
れます。サンプルは毎日採取し、0.2 µm PES 
シリンジフィルタでろ過しました。得られた上
清は分析まで –70 ℃で保存しました。

表 1. 使用済みメディア分析の HILIC メソッド

パラメータ 設定値

カラム Agilent InfinityLab Poroshell 120 HILIC-OH5、2.1 × 100 mm、2.7 µm

溶媒
A）85 % アセトニトリル/5 % 2-プロパノール/10 % 水 + 30 mM ギ酸アンモニウム、pH 3 
B）10 % アセトニトリル/5 % 2-プロパノール/85 % 水 + 30 mM ギ酸アンモニウム、pH 3

グラジエント

0.00 分 – 100 % A/0 % B 
1.00 分 – 100 % A/0 % B 
11.00 分 – 90 % A/10 % B 
12.00 分 – 0 % A/100 % B 
12.01 分 – 100 % A/0 % B 
20.00 分 – 100 % A/0 % B

流量 0.600 mL/min

温度 20 ℃

MS 検出器 自動取り込みモード/SIM（表 3 を参照）

注入
注入量：1 µL 
サンプル温度：4 ℃ 
マルチ洗浄：5 秒、90 % アセトニトリル/10 % 水（S1、ニードル洗浄）

表 2. mAb 抗体価分析のためのプロテイン A メソッド

パラメータ 設定値

カラム Agilent Bio-Monolith Protein A、4.95 × 5.2 mm

溶媒
C）50 mM リン酸ナトリウムバッファ pH 7.4 
D）500 mM 酢酸 pH 2.6

グラジエント

0.00 分 – 100 % C/0 % D 
0.50 分 – 100 % C/0 % D 
0.60 分 – 0 % C/100 % D 
1.70 分 – 0 % C/100 % D 
1.80 分 – 100 % C/0 % D 
3.5 分 – 100 % C/0 % D 

流量 1 mL/min

温度 30 ℃

UV 検出器 280 nm/4 nm、リファレンス 360 nm/100 nm、20 Hz

注入
注入量：50 µL 
サンプル温度：4 ℃ 
マルチ洗浄：5 秒、100 % 水（S2、ニードル洗浄）
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結果と考察

化学的に定義された、CHO 細胞を培養する
ための細胞培養メディアは、数種類の極性化
学物質を含み、これらは HILIC カラムで事前
に誘導体化せずに分析できます。これらの化
合物の大部分は発色団を欠いているため、標
準的な UV 検出は適していません。この場合、
LC/MSD iQ によって提供される使いやすい質
量検出を用いれば、特異性と選択性が向上し
ます。自動取り込みモードを使用することに
より、設定された LC 流量と化合物のイオン
質量に基づいて、イオン源パラメータとフラグ
メンタ電圧が自動的に調整されます。適切な 
SIM チャネルのみを手動で構成しました。分
離には、InfinityLab Poroshell 120 HILIC-
OH5 カラムを、低 pH のバッファとしてギ酸ア
ンモニウムとともに使用しました（表 1）。さ
らに、5 %（v/v）2-プロパノールを有機溶媒と
して移動相 A および B に添加し、HILIC 分離
のピーク形状を最適化しました。図 2 は、有
機酸、アミノ酸、およびジペプチドを含む細胞
培地メディアに通常存在する 16 種類の極性
化合物の分離を示しています。

外部定量に関する LC/MSD iQ の能力を実
証するために、1、2、5、10、20、50、75、
100、150、200 µM のレベルで、すべての
化合物について 10 ポイント検量線を作成し
ました。さらに、検出限界（LOD、S/N = 3）
を、OpenLab CDS の自動シグナル/ノイズ比
（S/N）計算（P2P）を使用して、すべての化
合物に関して 3 つの最低レベルの平均により
決定しました。表 3 は、大半の分析成分に対
して、良好な直線性（R2 > 0.99）と 1 pmol 
未満の LOD が得られたことを示しています。
これは、LC/MSD iQ が省スペースで設置可
能でユーザーフレンドリーな定量に最適であ
ることを示しています。3

表 3. HILIC 使用済みメディア分析で分析された各化合物標準の MS および定量パラメータ

化合物
SIM（m/z）/ 
極性

フラグメンタ  
（V）

リテンション 
タイム（分）

キャリブ 
レーション範囲 
（µM） R2

LOD 
（pmol オンカラム）

乳酸 89 / – 90 1.734 1 ～ 200 0.9979 0.63

L-フェニルアラニン 166 / + 100 3.611 1 ～ 200 0.9956 0.41

L-ロイシン 132 / + 90 3.951 1 ～ 200 0.9964 0.86

L-イソロイシン 132 / + 90 4.274 1 ～ 200 0.9964 0.67

L-メチオニン 150 / + 100 4.615 1 ～ 200 0.9966 0.23

D-グルコース 179 / – 100 4.917 20 ～ 200 0.9934 12.24

L-チロシン 182 / + 100 5.134 2 ～ 200 0.9997 1.09

L-アラニン 90 / + 90 7.358 1 ～ 200 0.9980 0.88

L-トレオニン 120 / + 90 7.534 1 ～ 200 0.9984 0.90

グリシン 76 / + 90 8.218 5 ～ 200 0.9991 3.72

L-セリン 106 / + 90 8.387 5 ～ 200 0.9982 2.80

L-グルタミン 147 / + 90 8.512 2 ～ 200 0.9989 1.72

L-グルタミン酸 148 / + 90 10.100 2 ～ 200 0.9996 1.46

L-アラニル-L-グルタミン 218 / + 100 10.158 1 ～ 200 0.9952 0.54

L-アスパラギン酸 132 / – 90 11.537 2 ～ 200 0.9958 1.19

L-リジン 147 / + 90 11.969 1 ～ 150 0.9901 0.29

図 2. HILIC メソッドと Agilent InfinityLab LC/MSD iQ を検出器として使用し、標準（200 µM）として 
分析された細胞培地メディア化合物のクロマトグラム
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2 つの CHO 細胞培養（A + B）を実施し、バ
イオリアクタを毎日サンプリングして、使用済
みメディア分析に対する後者の HILIC メソッド
の適用性を示しました。栄養素の動的プロファ
イルを図 3 に示します。左側に描かれている
化合物はすべて、培養中に濃度が低下するも
のです。濃度が増加する化合物は右側の図に
示されています。全体として、メディア成分は

典型的な挙動を示しています。例えば、D-グル
コース（炭素源）と L-グルタミン/L-アラニル
-L-グルタミン（窒素源）の消費、またはオー
バーフロー代謝の副産物としての乳酸の形成
などです。化合物の生成または消費速度のわ
ずかな違いは、CHO 細胞培養の異なる性能
を示しています（A と B の比較）。培養中にこ
の HILIC 法を適用することにより、プロセス

を管理し、培養終了時の製品収量を最適化す
るためのインプロセス制御を講じることができ
ます。

図 3. 細胞培地培養中の HILIC 分析メディア化合物のプロファイル 
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プロセス変数をさらに監視するために、プロテ
イン A アフィニティクロマトグラフィーを続け
て同じ 1260 Infinity II バイオイナート LC シ
ステムで実施しました。このシステムは、特に
粘着性のある生体分子や代謝物に適した、完
全なバイオイナート流路を備えています。4 つ
の利用可能な溶媒チャネルすべて（HILIC の
場合は A + B、プロテイン A の場合は C + D）
を使用して、両方のメソッドが手動で溶媒を切
り替えることなく実行できます。さらに、両方
のカラムを同時に設置し、異なる温度で制御
し、内部のカラム選択バルブで切り替えできる
ため、手動操作がさらに削減されます。開発
および最適化したプロテイン A メソッドを表 2 
に示します。図 4 は、6 日間の培養期間にお
ける培地 A のプロテイン A メソッド の UV ク
ロマトグラムを示したものです。mAb の抗体
価は 6 日目に最大に達し、その後減少しまし
た。これはおそらく、プロテイン A に結合する 
mAb の Fc 領域の熱的または酵素的分解に
よるものだと考えられます。 

図 4. 6 日間の発酵における培養 A の上清サンプルのクロマトグラム。Agilent 1260 Infinity II ダイオードアレイ 
検出器（280 nm）と組み合わせたプロテイン A メソッドによって分析
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mAb ピークの積分後、OpenLab によって
ピークエクスプローラと呼ばれる機能が提供
されます。図 5A は、ピークエクスプローラ
ビューのスナップショットです。ここで、Y 軸
はさまざまな注入を示し、X 軸は対応するリ
テンションタイムを示しています。積分された 
mAb ピークの面積が円で表され、円の直径
は mAb の量に比例します。このピークエクス
プローラビューは、mAb の動的な産生を定
性的にわかりやすく示します。培養 A および 
B の動的な mAb 蓄積量を比較すると、mAb 
の増加の有意差が明らかになり（図 5 B）、こ
れもインプロセス制御の目安にできる可能性
があります。両方のメソッドを組み合わせる
と、製造環境またはプロセス開発環境でアット
ラインプロセス分析を採用するための優れた
ツールボックスとして活用できます。

図 5. Agilent OpenLab CDS における培養 A のピークエクスプローラビューのスナップショット（A）と 
培養期間中の mAb 産生（B）
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結論

プロセス分析技術（PAT）は、製造プロセス
中の成長速度、製品収量、製品品質などのバ
イオプロセスパラメータを制御、改善するた
めの強力なツールです。このアプリケーション
ノートでは、その前提条件として、プロセス制
御の手段としての HPLC 測定の応用について
示しました。検出器として LC/MSD iQ を使
用する HILIC 分析について、使いやすい自動
取得モードで、主要な細胞培養栄養素の優れ
た直線性、感度、および選択性が得られるこ
とを示しました。自動カラム切り替え機能を
備えた LC/MSD IQ に 1260 Infinity II バイ
オイナート LC を結合させて用いて、使用済み
メディア分析とプロテイン A アフィニティクロ
マトグラフィーを組み合わせることにより、手
動操作が大幅に削減されました。OpenLab 
CDS 2 ソフトウェアは、完全な適格性評価を
受けており、21 CFR Part 11 に関する FDA 
要件への準拠必要なサービスがすべて利用可
能で、このアットライン HPLC ソリューション
と同時に使用すれば、最新の QbD 環境の一
部として最適に機能します。
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概要

ペプチドマッピングには、バイオ医薬品の一次構造と翻訳後修飾（PTM）を解析するための高精度で
信頼性が高く堅牢なメソッドが必要です。しかし、バリデーション済みのメソッドについては、メソッド移
管と互換性が問題になる可能性があります。このアプリケーションノートでは、新しい Agilent 1290 
Infinity II Bio LC システムを用いて、メソッド移管を簡便に行えることを示します。対象とした 12 種類
のペプチドの平均相対リテンションタイムの偏差が 0.039 % であるという優れた結果に基づくと、1290 
Infinity II Bio LC システムと Agilent 1290 Infinity II LC システムの間でリテンションタイムが 0.17 % 
しかずれないことがわかりました。ピークアバンダンスをさらに比較統計解析すると、LC システムを 
Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF と組み合わせることにより、両方のシステム間に有意差がな
いことが明らかになりました。その結果、新しい 1290 Infinity II Bio LC が UV または MS ベースのペ
プチドマッピングワークフローの最適な選択肢となることがわかりました。

Agilent 1290 Infinity II Bio LC システムへの
シームレスなメソッド移管

ペプチドマッピング分析における優れた性能と  
Agilent 1290 Infinity II LC システムを上回るメソッド互換性
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はじめに

ある機器から別の機器へのメソッド移管と互
換性は、さまざまな業界のラボにとって重要で
す。1  特にバイオ医薬品業界では、機器間の
メソッド移管は、バリデーション済みのメソッド
に関して非常に重要です。1290 Infinity II LC 
から 1290 Infinity II Bio LC へのシームレス
なメソッド移管を実証するために、ICH ガイド
ライン Q6B2 に記載されているように、バイオ
医薬品の評価にかなりの影響を及ぼすペプチ
ドマッピングワークフローを選択しました。こ
のアプリケーションノートでは、NISTmAb の
トリプシン消化を取り上げ、1290 Infinity II 
Bio LC によるメソッド移管が簡単にできること
を示します。 

実験方法

装置
Agilent 1290 Infinity II Bio LC シ ス テ ム
と Agilent 1290 Infinity II LC システム を 
Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF と
組み合わせて、次のモジュールで構成しました。

Agilent 1290 Infinity II Bio LC ：

 – Agilent 1290 Infinity II Bio ハイスピード
ポンプ（G7132A）

 – Agilent 1290 Infinity II Bio マルチ 
サンプラ（G7137A）とサンプルサーモ 
スタット（オプション 101）

 – Agilent 1290 Infinity II マルチカラム
サーモスタット（G7116A）、標準フロー
クイックコネクト Bio 熱交換器（G7116-
60071）および Agilent 熱平衡化デバイス
（G7116-60013）2 台搭載

 – Agilent 1290 Infinity II 可変波長検出器
（VWD）（G7114B）、バイオマイクロ 
フローセル VWD、3 mm、2 µL、RFID  
搭載

 – Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF
（G6545XT）

Agilent 1290 Infinity II LC：

 – Agilent 1290 Infinity II ハイスピード 
ポンプ（G7120A）

 – Agilent 1290 Infinity II マルチサンプラ
（G7167A）、サンプルサーモスタット 
（オプション #101）搭載

 – Agilent 1290 Infinity II マルチカラム
サーモスタット（G7116A）、標準フロー・
クイックコネクト熱交換器（G7116-
60015）および Agilent 熱平衡化デバイス
（G7116-60013）2 台搭載

 – Agilent 1290 Infinity II 可変波長検出器
（VWD）（G7114B）とマイクロフロー 
セル VWD、3 mm、2 µL、RFID

 – Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF
（G6545XT）

ソフトウェア
 – Agilent MassHunter ワークステーション 
データ取り込み（B.09.00）

 – Agilent MassHunter Qualitative 
Analysis（B.10.00）

 – Agilent MassHunter Mass Profiler
（B.10.00）

カラム
 – Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus 

C18、2.1 × 150 mm、1.8 µm（部品番
号 959759-902）

 – Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus 
C18 Fast Guard、2.1 × 5 mm、1.8 µm
（部品番号 821725-901）

試薬
LC グレードのアセトニトリル、炭酸水素アン
モニウム、トリス（2-カルボキシエチル）ホス
フィン、および2-ヨードアセトアミドは、Merck
（ドイツ、ダルムシュタット）から購入しまし
た。超純水は、0.22 µm メンブレンユースポイ
ントカートリッジ装着の Milli-Q Integral シス
テム（Millipak、Merck-Millipore、米国、マ
サチューセッツ州、ビレリカ）で精製しました。
ギ酸は VWR（ドイツ、ダルムシュタット）から
購入しました。トリプシン（ブタ、質量分析グ
レード）は、G-Biosciences（米国、セントル
イス）から入手しました。 

サンプル前処理
100 µL の炭酸水素アンモニウム（100 mM）
中の 0.8 mg のAgilent-NISTmAb（部品番
号 5191-5744）を、2 µL のトリス（2-カルボ
キシエチル）ホスフィン（TCEP、200 mM）
を添加して変性および還元し、60 ℃で 1 時
間インキュベートしました。4 µL の 2- ヨード
アセトアミド（IAM、200 mM）でアルキル
化した後（RT で 1 時間）、2 µL の TCEP で
過剰な IAM をクエンチし（RT で 1 時間）、
続いて 0.8 mL の 25 mM 炭酸水素アンモ
ニウムで希釈し、酵素トリプシンを加えました
（NISTmAb 対トリプシン 20:1 w/w）。37 ℃
で一晩消化させた後、2 µL のギ酸を添加して、
得られた懸濁液の pH を pH 4 未満に下げま
した。 
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結果と考察

1290 Infinity II Bio LC と 1290 Infinity II 
LC の間の優れたパフォーマンスとメソッド移
管を示すために、NISTmAb のトリプシン消化
物を UV および MS 検出により分析しました。
どちらのシステムにも、同じ長さと直径のキャ
ピラリが装備されており、追加のカラム容量は
同じです。ただし、1290 Infinity II Bio LC は、
粘着性の生体分子に特に適した鉄をまったく
含まない流路を有するという特徴があります。
両方の分析で、同じ ZORBAX RRHD Eclipse 
Plus カラムおよびメソッドパラメータを使用し
ました（表 1）。図 1 は、両方のシステムで取
得したペプチドマップのクロマトグラムです。
ペプチドパターンの類似性は極めて優れたも
ので、見分けがほとんどつきません。 

表 1. Agilent 1290 Infinity II LC および BioLC のペプチドマッピングメソッド

パラメータ 設定値

カラム Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18、2.1 × 150 mm、1.8 µm + Fast Guard 2.1 x 5 mm

溶媒
A）水 + 0.1 % ギ酸 
B）アセトニトリル + 0.1 % ギ酸

グラジエント

0.00 分 – 2 % B 
44.00 分 – 45 % B 
44.01 分 – 97 % B 
50.00 分 – 97 % B 
50.01 分 – 2 % B 
60.00 分 – 2 % B

流量 0.300 mL/min

温度 40 ℃、熱平衡化デバイスを利用

UV 検出 VWD ：214 nm、10 Hz/MS ：表 2 を参照

注入
注入量： 15 µL 
サンプル温度：4 ℃ 
洗浄： 水で 3 秒間（フラッシュポート）

表 2. ペプチドの All Ions MS/MS 分析のソースおよび MS パラメータ 

パラメータ 設定値

機器 Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF

ガス温度 300 ℃

ドライガス流量 13 L/min

ネブライザ 40 psig

シースガス温度 350 ℃ 

シースガス流量 12 L/min

Vcap 4,000 V

ノズル電圧 500 V

フラグメンタ 175 V

スキマ電圧 65 V

Oct 1 RF Vpp 750 V

取り込みモード ポジティブ、拡張ダイナミックレンジ（2 GHz）

質量範囲 m/z 100～ 1,700

取り込みレート 6 スペクトル/秒

コリジョンエネルギー All Ions MS/MS － 0 V、10 V、25 V
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より詳しく評価するため、一般的な分離能
（Rs）値を両方の分離について 3 つ計算し
（図 1）、極めてよく一致することが示されま
した。リテンションタイム精度に関する 1290 
Infinity II Bio LC および 1290 Infinity II LC 
の性能を解析するために、12 個のペプチドを
選択し、対応するリテンションタイムの相対標
準偏差（RSD）を 10 回の連続注入に基づい
て計算しました。図 2 は、すべての RSD 値が
システムに関係なく 0.1 % 未満であることを
示しており、Agilent 1290 Infinity II Bio ハイ
スピードポンプと1290 Infinity II ハイスピー
ドポンプの優れた性能が示されました。12 個
のペプチドの平均 RSD 値は 1290 Infinity II 
Bio LC では0.039 % という極めて小さい値と
なっており、このシステムは堅牢で信頼性の高
いペプチドマッピングに最適であることがわか
ります。ただし多くのラボにとっては、性能が
高いだけでなく、異なる LC システム間のメソッ
ドの互換性も非常に重要です。 
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図 1. Agilent 1290 Infinity II Bio LC と Agilent 1290 Infinity II LC による、同じメソッド（表 1）を用いて 
分離された NISTmAb のトリプシン消化物のクロマトグラム

図 2. Agilent 1290 Infinity II Bio LC および Agilent 1290 Infinity II LC の相対リテンションタイム精度（RSD）値

マーカー LC システム RSD（%）
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バリデーション済みまたはコンプライアンス環
境で分析成分を特定するには、特定のウィンド
ウ内に絶対リテンションタイムを設定する必要
があります。両方の LC システムの 12 個のペ
プチドの平均リテンションタイムを求め、1290 
Infinity II Bio LC と 1290Infinity II LC の間
のリテンションタイムの偏差を計算することに
より、性能を評価しました。平均ペプチドリテ
ンションタイムを図 3 の表に示します。また、
対応する偏差を棒グラフにしました。LC シス
テム間の偏差は最大でもわずか 0.17 % とい
う計算結果が得られ、1290 Infinity II Bio LC 
と 1290 Infinity II LC 間のシームレスなメソッ
ド移管が示されました。 

メソッドの互換性をさらに調査するため
に、 両 方 の システムを Agilent 6545XT 
AdvanceBio LC / Q-TOF と接続しました。ノ
ンターゲットアプローチでは、MS 検出器を
All Ion モードで使用し（表 2）、コリジョン
セル内のすべてのプリカーサーイオンを周期
的にフラグメント化しました。次に、これらの
情報が豊富なデータセットを両方の LC シス
テムの Agilent MassHunter Mass Profiler
（B.10.00）ソフトウェアで評価し、同定され
たピークの存在量の違いを全体的に把握しま
した。両方の LC システムで NISTmAb のトリ
プシン消化物を10 回連続注入して得たデー
タをもとに、統計解析を行いました。250 の
最もアバンダンスが高いピークを相関解析に
よって評価し、対応する対数倍率変化を図 4A 
に示します。両方のシステムでピークの違い
が見られない場合、ピークは図 4A の 1x ライ
ンの周りに集まり、ピーク面積に有意差がな
いことが示されます。しかし、一方のシステム
に 2 倍のアバンダンスのピークがある場合、
そのピークは 2 x ラインの周りに配置されま
す。グラフィカルデータの結果を見ると、ほと
んどのピークに大きな差はないことがわかり
ます。ピークの最大 75 % で、アバンダンスの
違いが 10 % 以下でした。さらに 驚くべきこと
に、10 回の注入を超えるアバンダンスの RSD 
は、1290 Infinity II Bio LC と 1290 Infinity 
II LC でほぼ同じでした（図 4B）。ペプチド
ピークの 90 % 以上で、面積 RSD 値が 4 % 
以下でした。 

図 3. 選択した 12 種類のペプチドの平均リテンションタイムと、2 つの LC システムにおける偏差

LC システム
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13.082 13.577 15.104 15.704 15.887 19.751 20.968 21.769 22.599 23.684 24.261 25.907
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Infinity II Bio LC

13.062 13.559 15.084 15.677 15.860 19.743 20.961 21.742 22.585 23.663 24.249 25.907
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図 4. （A）10 回の連続注入に基づく統計的相関解析。対数倍率値は、Agilent MassHunter Mass Profiler
（B.10.00）によって識別された 250 の最高アバンダンスピークの黒い点として示されています。（B）Agilent 
1290 Infinity II Bio LC および 1290 Infinity II LC のペプチドアバンダンスの RSD 値のヒストグラム。 
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結論

メソッド移管は、新しい LC システムを構成し
インストールする際に、多くのラボにとって面
倒で困難なプロセスになることがあります。こ
のアプリケーションノートでは、Agilent 1290 
Infinity II Bio LC ではそのような懸念がない
ことを示しました。1290 Infinity II Bio LC と 
1290 Infinity II LC で、同じ NISTmAb ペプ
チドマッピングメソッドを実行した結果、最大 
0.17 % のリテンションタイム偏差でシステム
間のメソッド移管がシームレスに行えること
がわかりました。1290 Infinity II Bio ハイス
ピードポンプのおかげで、10 回の注入後の
平均相対リテンションタイム偏差も 0.039 % 
という優れた値を示しました。両方のシステ
ムを 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF と組
み合わせて、ピークアバンダンスの包括的な
統計解析を行った結果、両者に有意な差は
なく、2.8 % という優れた平均 RSD が示さ
れました。これらの検討結果を組み合わせる
と、1290 Infinity II Bio LC と 1290 Infinity 
II LC の間で効率的かつ便利なメソッド移管
が簡単に実現できることは明らかです。した
がって、1290 Infinity II Bio LC は、流路に鉄
を含まないという利点を備えた、検出メソッド
に左右されないペプチドマッピングワークフ
ローに最適な選択肢です。 
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概要

ペプチドマッピングは、モノクローナル抗体（mAbs）の一次構造を解明するための標準分析法です。
ただし、ペプチドマッピングを成功させるには、高品質のペプチド分離のための堅牢で信頼性の高い 
LC システムを用いることが鍵となります。このアプリケーションノートでは、ペプチドマッピングに最適
なシステムとして Agilent 1290 Infinity II Bio LC を紹介します。公開されている NISTmAb の包括的
なペプチドマッピングメソッドを再現したところ、非常になだらかなグラジエントでも、0.1 % 未満の極
めて優れた相対リテンションタイム偏差が得られました。さらにメソッド開発を進め、優れた相対標準偏
差とピークキャパシティ値を維持しながら、合計分析時間を 60 % 削減しました。さらに、メソッド開発
セットアップの例として、1290 Infinity II Bio LC を Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF に直接
接続し、バイオ医薬品の製造チェーン全体でのメソッド移管を容易にしました。

堅牢で信頼性の高いペプチドマッピング

Agilent 1290 Infinity II Bio LC システム： 
mAb の一次構造および PTM 分析用の UV および MS ベースの
新たなプラットフォーム
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はじめに

ペプチドマッピングは、今日の産業バイオテク
ノロジーにおけるバイオ医薬品の一次構造と
翻訳後修飾（PTM）を分析するために広く使
用されている手法です。通常、mAb の変性、
アルキル化、および消化では、ボトムアップア
プローチが使用されます。続いて、得られた
ペプチドは、逆相または、場合によっては親水
性相互作用液体クロマトグラフィーを使用して 
HPLC または UHPLC によって分離されます。
検出は、質量分析（MS）を使用して原薬を
同定するか、あるいは品質管理（QC）環境で
紫外線（UV）吸光度を使用してクロマトグラ
フィープロファイルをリファレンスマップと比較
することにより実施されます。ペプチドマッピ
ングは、ICH ガイドライン Q6B.1 に記載され
ている生物学的製剤の評価の許容基準の一
部として使用できます。LC/MS または UV を
使用することにより、ペプチドマッピングの変
化、例えば酸化または脱アミド化の増加2、新
しい配列変異体の出現3、またはグリカン組成
の変化4、を評価することができます。したがっ
て、安全で強力なバイオ医薬品をリリースおよ
び開発するためには、特に UV 検出器を使用
する場合、精度と堅牢性が最も重要です。 

このアプリケーションノートでは、ペプチドマッ
ピングの新しいプラットフォームとして、新しい 
1290 Infinity II Bio LC を紹介します。高精
度のバイナリ Agilent 1290 Infinity II Bio ハ
イスピードポンプと生体適合性のある鉄を含
まない流路を活用したこのシステムは、ペプチ
ド、タンパク質、代謝物などの生体分子に特
に適しています。

実験方法

装置
Agilent 1290 Infinity II Bio LC システムを 
Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF と
組み合わせて、次のモジュールで構成しました。

 – Agilent 1290 Infinity II Bio ハイスピード
ポンプ（G7132A）

 – Agilent 1290 Infinity II Bio マルチ 
サンプラ（G7137A）、サンプルサーモ 
スタット付き（オプション #101）

 – Agilent 1290 Infinity II マルチカラム
サーモスタット（G7116A）、標準フロー
クイックコネクト Bio 熱交換器（G7116-
60071）および Agilent 熱平衡化デバイス
（G7116-60013）2 台搭載

 – Agilent 1290 Infinity II 可変波長検出器
（VWD）（G7114B）、バイオマイクロ 
フローセル VWD、3 mm、2 µL、RFID  
搭載

 – Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF
（G6545XT）

ソフトウェア
 – Agilent MassHunter ワークステーション 
データ取り込み（B.09.00）

 – Agilent MassHunter Qualitative 
Analysis（B.10.00）

 – Agilent MassHunter BioConfirm
（B.10.00）

カラム
 – Agilent AdvanceBio ペプチドマッピン
グ、2.1 × 250 mm、2.7 µm（部品番号 
651750-902）

 – Agilent AdvanceBio ペプチドマッピング 
Fast Guards、2.1 × 5 mm、2.7 µm 
（部品番号 851725-911）

 – Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus 
C18、2.1 × 150 mm、1.8 µm 
（部品番号 959759-902）

 – Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus 
C18 Fast Guards、2.1 × 5 mm、 
1.8 µm（部品番号 821725-901）

試薬
LC グレードのアセトニトリル、炭酸水素アン
モニウム、トリス（2-カルボキシエチル）ホス
フィン、および2-ヨードアセトアミドは、Merck
（ドイツ、ダルムシュタット）から購入しまし
た。超純水は、0.22 µm メンブレンユースポイ
ントカートリッジ装着の Milli-Q Integral シス
テム（Millipak、Merck-Millipore、米国、マ
サチューセッツ州、ビレリカ）で精製しました。
ギ酸は VWR（ドイツ、ダルムシュタット）から
購入しました。トリプシン（ブタ、質量分析グ
レード）は、G-Biosciences（米国、セントル
イス）から入手しました。 

サンプル前処理
100 µL 炭酸水素アンモニウム（100 mM）
中の 0.8 mg のAgilent-NISTmAb（部品番
号 5191-5744）を、2 µL のトリス（2-カルボ
キシエチル）ホスフィン（TCEP、200 mM）
を添加して変性および還元し、60 ℃で 1 時
間インキュベートしました。4 µL の 2- ヨード
アセトアミド（IAM、200 mM）でアルキル
化した後（RT で 1 時間）、2 µL の TCEP で
過剰な IAM をクエンチし（RT で 1 時間）、
続いて 0.8 mL の 25 mM 炭酸水素アンモ
ニウムで希釈し、酵素トリプシンを加えました
（NISTmAb 対トリプシン 20:1 w/w）。37 ℃
で一晩消化させた後、2 µL のギ酸を添加する
ことにより、得られた懸濁液の pH を pH 4 未
満に下げました。 
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表 1. メソッド A ：Mouchahoir & Schiel、2018 5 から採用した包括的な 
NISTmAb ペプチドマッピングメソッド

パラメータ 設定値

カラム
Agilent AdvanceBio ペプチドマッピング、2.1 × 250 mm、 
2.7 µm + Fast Guard 2.1 × 5 mm

溶媒
A）水 + 0.1 % ギ酸 
B）アセトニトリル + 0.1 % ギ酸

グラジエント

0.00 分 – 2 % B 
110.00 分 – 45 % B 
110.01 分 – 97 % B 
125.00 分 – 97 % B 
125.01 分 – 2 % B 
150.00 分 – 2 % B

流量 0.200 mL/min

温度 40 ℃、熱平衡化デバイスを利用

検出 VWD ：214 nm、10 Hz/MS：表 3 を参照

注入
注入量： 15 µL 
サンプル温度：4 ℃ 
洗浄： 水で 3 秒間（フラッシュポート）

表 2. メソッド B ：最適化および短縮されたペプチドマッピングメソッド

パラメータ 設定値

カラム
Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18、2.1 × 150 mm、 
1.8 µm + Fast Guard 2.1 x 5 mm

溶媒
A）水 + 0.1 % ギ酸 
B）アセトニトリル + 0.1 % ギ酸

グラジエント

0.00 分 – 2 % B 
44.00 分 – 45 % B 
44.01 分 – 97 % B 
50.00 分 – 97 % B 
50.01 分 – 2 % B 
60.00 分 – 2 % B

流量 0.300 mL/min

温度 40 ℃、熱平衡化デバイスを利用

UV 検出 VWD ：214 nm、10 Hz/MS：表 3 を参照

注入
注入量： 15 µL 
サンプル温度：4 ℃ 
洗浄：水で 3 秒間（フラッシュポート）

表 3. ペプチドの繰り返し MS/MS 分析のソースおよび MS パラメータ 

パラメータ 設定値

機器 Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF

ガス温度 325 ℃

ドライガス流量 13 L/min

ネブライザ 35 psig

シースガス温度 275 ℃ 

シースガス流量 12 L/min

キャピラリー電圧 4,000 V

ノズル電圧 0 V

取り込みモード 拡張ダイナミックレンジモード（2 GHz）

質量範囲 m/z 100～ 1,700

取り込みレート 8 スペクトル/秒

自動 MS/MS 範囲 m/z 50～ 1,700

選択幅 ナロー（～ m/z 1.3）

プリカーサ/サイクル 10

コリジョンエネルギー
チャージ 2 ： 3.1（スロープ）および 1（オフセット） 
チャージ 3 および >3 ： 3.6（スロープ）および -4.8（オフセット）

プリカーサの閾値 1,000 カウントおよび 0.001 %

アクティブな排除 1 スペクトル後 0.2 分間

プリカーサの強度に基づくスキャン速度 あり、25,000 カウント/スペクトル

MS/MS 累積時間制限 あり

純度 ストリンジェンシー： 100 %/カットオフ： 30 %

同位体モデル ペプチド

プリカーサの順位 荷電状態からアバンダンス
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結果と考察

mAb などのタンパク質バイオ医薬品のトリプ
シン消化物は、多数のペプチドからなる非常
に複雑な混合物です。これらのバイオ医薬品
の一次構造を決定および分析するために、非
常に長くなだらかなグラジエントが展開され、
分析時間が最大数時間に及ぶこともあり、機
器に対する要求が厳しくなります。この難易
度の高い分析に 1290 Infinity II Bio LC が
適合していることを示すために、NISTmAb 
のトリプシン消化について米国国立標準技
術研究所（NIST）によって以前に公開され
た LC/UV および MS メソッド 5 を再現するこ
とにしました。この目的で、長さ 250 mm の 
AdvanceBio ペプチドマッピングカラムを使用
しました。メソッドの合計分析時間は 2.5 時間
でした（メソッド A、表 1）。さらに、分析時間
を短縮するために、ZORBAX RRHD Eclipse 
Plus カラムのサブ 2 µm 粒子を活用して別
の LC メソッドを開発しました（メソッド B、表 
2）。図 1 は、Agilent 1290 Infinity II 可変波
長検出器（VWD）で検出された両メソッドの
クロマトグラムです。 

同様のペプチドパターンが、両方のクロマトグ
ラムで観察できます。ただし、大半の成分が
溶出したのは、最初に公開された NIST メソッ
ド A では 80 分後であったのに対して、メソッ
ド B では 30 分後とすることができました。そ
の結果、合計分析時間が 60 % 短縮されまし
た。1290 Infinity II Bio LC の精度と堅牢性
を体系的に評価するために、両方のメソッドで 
8 つのピークを選択しました。続いて、10 回
の連続注入に基づいてリテンションタイムの標
準偏差を計算しました（図 2）。

図 2. Agilent 1290 Infinity II Bio LC で取得したメソッド A および B の絶対（SD）および 
相対（RSD）リテンションタイム精度値。グラジエント勾配とピークキャパシティを表に示します。 

グラジエント勾配（%B/分） Ø SD（分） Ø RSD（%） PC,4σ (–)

メソッド A 0.39 0.026 0.073 428

メソッド B 0.98 0.005 0.039 348

図 1.メソッド A および B を使用し、Agilent 1290 Infinity II Bio LC で分離された NISTmAb の 
トリプシン消化物のクロマトグラム。リテンションタイムの精度とピークキャパシティの計算のために、 
8 つのピークを選択しました。
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メソッド A と B はどちらも、0.1 % 未満の相対
リテンションタイム偏差を示し、それぞれ 0.39 
および 0.98 % B/分の非常になだらかなグラ
ジエント勾配でも 1290 Infinity II Bio ハイス
ピードポンプの並外れた性能を示しています。
LC メソッドの包括的な分離特性を評価する
ために、分離の品質の尺度として 4 σのピー
クキャパシティを計算しました。メソッド A の
分析時間が延長されたため、対応するピーク
容量値は 428 で最も高くなりました。しかし、
0.039 % という卓越した平均 RSD と 348 と
いう高いピークキャパシティを組み合わせる
と、メソッド B は十分に代替手段となり得るも
ので、NIST が公開しているペプチドマッピン
グメソッドと比較して分析時間が大幅に短縮
されます。

バイオテクノロジー環境におけるペプチドマッ
ピングの一般的なワークフローでは、UV お
よび MS 検出器を順に使用します。この設定
では両方の検出器でメソッド開発を行うこと
ができ、ペプチドの同定には MS を使用しま
す。メソッドを確立した後、分析は QC 環境
でのハイスループット分析用に UV 検出器に
簡単に移管できます。このケースを実証する
ために、1290 Infinity II Bio LC を 6545XT 
AdvanceBio LC/Q-TOF に 直 接 接 続 し、
NISTmAb のトリプシン消化をメソッド B で再
分析しました。MS 検出は、表 3 に示すように
反復 MS/MS モードで実行しました。得られ
たクロマトグラムを 図 3 に示します。 

図 3. 生体適合性マイクロフローセルを備えた Agilent 1290 Infinity II VWD（上）と Agilent 6545XT  
AdvanceBio LC/Q-TOF（下）で連続して検出された NISTmAb のトリプシン消化物のクロマトグラム 
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ピークの広がりに対して特別な対策は講じ
ませんでしたが、信頼性の高い MS 検出に
は十分な分離能のままでした。mAb の一次
構造の同定と確認は、Agilent MassHunte 
rBioConfirm ソフトウェアを使用して簡単
に実行できます。MS または MS/MS レベ
ルで同定されたペプチドを、選択したバイオ
医薬品の参照配列と比較することで、PTM 
を相対的に分析・定量化できます。このア
プローチでは、いわゆる PENNY ペプチド
（GFYPSDIAVEWESNGQPENNYK）6 お よ
び対応する脱アミド化アイソフォームを同定で
きました。PENNY ペプチドは、ほぼすべての

ヒトまたはヒト化 mAb が共有する保存領域
（Fc）の一部であり、誘導された脱アミド化
の適切な指標として使用可能です。これらの
ペプチドの拡大図を図 4 に示します。 

ペプチドの同定後、最適化されたペプチドマッ
ピングメソッド B の優れた分離能力と、1290 
Infinity II Bio LC の優れたリテンションタイム
精度により、この場合は UV 検出によって相対
定量を行うこともできます。 
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配列またはグリコシル化変異体、酸化、脱ア
ミド化などの重要品質属性（CQA）は、ペ
プチドマッピングによって分析できます。ただ
し、可能な限り最高の結果を得るには、使用
するメソッドと機器が堅牢で信頼性が高くな
ければなりません。このアプリケーションノー
トでは、新しい 1290 Infinity II Bio LC がこ
れらの高い期待に応えられることを示しまし
た。0.1 % 未満のリテンションタイム精度の
偏差が、NISTmAb の包括的な公開ペプチド
マッピングメソッドを再作成することで常に実
現できました。このメソッドを最適化し、1290 
Infinity II Bio ハイスピードポンプを用いるこ
とで、優れた精度と分離品質を損なうことな
く合計分析時間を 60 % 短縮することができ
ました。メソッド開発環境での使いやすさの例
として、1290 Infinity II Bio LC を 6545XT 
AdvanceBio LC/Q-TOF に直接接続する機
能により、ハイスループット QC 環境への簡単
なメソッド移管が可能になることを実証しまし
た。以上のことから、1290 Infinity II Bio LC 
は、mAb の UV および MS ベースの一次構
造および PTM 分析のための新しいプラット
フォームとして用いることができます。 
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概要

薬物抗体比（DAR）の決定は通常、疎水性相互作用クロマトグラフィー（HIC）を使用して行われます。
この穏やかな非変性分析メソッドの溶出液には、液体クロマトグラフィー（LC）システムでは扱いづらい
高濃度の腐食性のある塩が含まれています。 

鉄をまったく含まない流路を備えた高速ポンプを装備した Agilent 1290 Infinity II Bio LC システムは、
バイオクロマトグラフィーで使用される条件に最適であり、システムに損傷を与える可能性のある腐食
を防止します。このアプリケーションノートでは、HIC を使用したブレンツキシマブ ベドチンの DAR 測
定について述べます。DAR は、抗体あたり 3.7 薬物分子と計算されました。優れた再現性が得られ、
1290 Infinity II Bio LC は、生成されたデータに最高の信頼性を与えるアジレントの次世代ハイエンド
液体クロマトグラフィーシステムの一翼を担うことが実証されました。Agilent OpenLab CDS のソフト
ウェア機能として「ブランク減算」を用いると、純度の低い硫酸アンモニウムによるベースラインのドリ
フトを除去し、スムーズな積分が実行できます。 

高塩条件下での高い再現性 

Agilent 1290 Infinity II Bio LC システムを用いた 
疎水性相互作用クロマトグラフィーによる抗体薬複合体の分析
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はじめに

抗体薬物複合体（ADC）は、細胞傷害性低分
子医薬品が化学的に結合したモノクローナル
抗体（mAb）です。1 対応する抗体と比較し
て、構造はより複雑で不均一です。

システイン結合 ADC2（ブレンツキシマブ ベド
チン、武田薬品のアドセトリスなど）では、部
分的に還元された mAb の遊離チオール基に
低分子が結合しています。遊離スルフヒドリル
基の数は、複合化する薬物の定義位置の数が
制限され、抗体あたり 0、2、4、6、および 8 つ
の薬物の混合物となります。mAb に結合した
薬物の平均数は、安全性と有効性に直接影響
を与える可能性があるため、ADC の最も重要
な品質特性の 1 つです。DAR は、目的の組織
に送達できるペイロードの量を決定します。5 

HIC は、抗体ごとに異なる数の薬物がロード
されたシステイン結合 ADC 分子を分離する
ための参照メソッドです。6 mAb に結合した
低分子は比較的疎水性であることが多いた
め、ADC の薬物ロードが増すと、相対疎水性
が増加します。したがって、HIC は DAR のモ
ニタリングに最適です。

HIC は、天然のタンパク質構造を維持する非
変性分析テクニックです。これは通常、中性 
pH で実施されますが、高塩濃度から低塩濃
度へのグラジエントでタンパク質を分離しま
す。分離の原理は、タンパク質の塩析実験で
見られるものと同じです。6  移動相 A で使用
される高濃度の塩バッファ液では、タンパク質
は水和シェルを失い、固定相の疎水性表面に
保持されます。移動相 B は通常、塩を添加し
ない同じバッファ（主にリン酸塩）です。グラ
ジエント内の移動相 B の量が増えると、タン
パク質は水和シェルを再構築し、カラムから溶
出します。イソプロピルアルコールなどの有機
溶媒を少量添加することでも、カラムからタン
パク質を溶出させることができます。

1290 Infinity II Bio LC は、アジレントの次世
代ハイエンド液体クロマトグラフィーシステム
であり、バイオクロマトグラフィーで使用され
る条件（2 M NaCl7、8 M までの尿素などの
高塩濃度、0.5 M NaOH または 0.5M HCl な
どの高 pH および低 pH 溶媒）にあわせて特
別に設計されています。サンプル流路全体に
ステンレス（SST）と鉄分がまったく存在して
いません。マルチサンプラ、マルチカラムサー
モスタット、検出器全体のキャピラリとフィッ
ティングはすべて、ニッケル-コバルトアロイの 
MP35N 製です。この材質を使用することによ
り、高塩含有バッファの腐食の可能性が低減
され、鉄イオンの存在に起因するタンパク質
の修飾（酸化、タンパク質複合体の形成など）
を防止できます。 

このアプリケーションノートでは、ブレンツキシ
マブ ベドチンを HIC で分析して DAR を測定
し、リテンションタイムと面積の精度を評価し
ます。さらに、OpenLab 2 の処理メソッドのソ
フトウェア機能「ブランク減算」をベースライ
ンのドリフトのフィルタリングに適用し、その利
点を示します。 

実験方法

装置
Agilent 1290 Infinity II Bio LC システムのモ
ジュール構成は次のとおりです。

 – Agilent 1290 Infinity II Bio ハイスピード
ポンプ（G7132A）

 – Agilent 1290 Infinity II Bio マルチサンプ
ラ（G7137A）、サンプルサーモスタット 
付き（オプション #101）

 – Agilent 1290 Infinity II マルチカラム 
サーモスタット（G7116B）、イナート仕様
の標準フロー熱交換器搭載

 – Agilent 1290 Infinity II 可変波長検出器
（G7114B）、イナート仕様のマイクロ 
フローセル、3 mm、2 µL 搭載

ソフトウェア
Agilent OpenLab CDS バージョン 2.5

カラム
Agilent AdvanceBio HIC、3.5 µm、 
4.6 × 100 mm（部品番号 685975-908）

試薬
すべての溶媒は LC グレードを使用しました。
イソプロパノールは Merck（ドイツ、ダルム
シュタット）から購入しました。超純水は、0.22 
µm メンブレンユースポイントカートリッジ装
着の Milli-Q Integral システム（Millipak、
Merck-Millipore、米国、マサチューセッツ州、
ビレリカ）で精製しました。リン酸二水素ナト
リウム一水和物、リン酸水素二ナトリウム七
水和物、および硫酸アンモニウムは、Sigma-
Aldrich（ドイツ、シュタインハイム）から入手
しました。 

サンプル
ブレンツキシマブ ベドチン（商品名アドセトリ
ス、武田薬品工業、日本、東京）を水 50、溶
媒 A（下記参照）50 の溶液 100 mg/mL に
溶解しました。 

注：アドセトリスには数多くのアジュバントが
含まれているため、ここで言及されている濃
度はタンパク質濃度だけではなく、薬剤を構
成するすべての成分の総濃度です。 

バッファの前処理
A：pH 7 の 50mM リン酸バッファ液 を溶媒
とする 1.5M 硫酸アンモニウム

B：pH 7 の 50mM リン酸バッファ液 + 20 % 
イソプロパノール

2 L の 50mM リン酸バッファ、pH 7 につい
ては、5.84 g のリン酸二水素ナトリウム一水
和物、および 15.47 g のリン酸水素二ナトリ
ウム七水和物を 2L の茶色瓶に加え、超純水
を使用して 2 L まで充填しました。pH 値を
チェックして、必要であれば pH 7 に調整しま
した。次に、198.21 g の合計 1.5M の硫酸ア
ンモニウムを空の 1L 茶色瓶に加え、調製した
リン酸バッファ（→バッファ A）を使用して 1L 
まで充填しました。pH 値を確認し、必要に応
じて pH 7 に戻しました（大量の塩を加える
と pH が変化する可能性があります）。イソプ
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鎖間ジスルフィドブリッジは破壊され、結合薬
物によって占有されますが、抗体鎖間の共有
結合と非共有力の組み合わせは、分析中に 
mAb を無傷の形で維持するのに十分です。こ
れは、HIC の穏やかな非変性条件によるもの
であり、システイン結合 ADC の分析には理想
的です。図 1 の各ピークは、インタクト mAb 
種に異なる数の薬物分子が結合したもので、
薬物分子の数の順に対応しています（0 から 
8 個の結合分子、D0 ～ D8）。ピークは、ブレ
ンツキシマブ ベドチンの文献6 に見られるクロ
マトグラムと HIC クロマトグラムとを比較する
ことによって特定しました。 

各ピークのピーク面積およびそれぞれの薬物
負荷を積分することにより、全体の DAR が計
算できます（式 1）。 

式 1.

DAR = 8
n = 0

LC ピーク面積 × ndrug

総 LC ピーク面積

注：高濃度の塩溶液を溶出液として使用す
る際には、ポンプメソッドにおいて対応する
溶媒タイプの設定を検討してください。例え
ば、1.5 M 硫酸アンモニウムを含む溶媒 A の
場合、ポンプメソッドの溶媒選択フィールドで、
［Generic Aqueou（一般的な水）］や［Water
（水）］ではなく「ammonium sulfate 1.5 M
（硫酸アンモニウム 1.5 M）」を使用します。
大量の塩を加えると溶媒の圧縮率が変化する
ため、あらかじめ設定された溶媒テーブルを
使用することによりポンプ性能を最大限に引
き出すことができます。 

結果と考察

図 1 は、ブレンツキシマブ ベドチンの分析結
果を示したものです。それぞれ 0、2、4、6、お
よび 8 つの低分子医薬品を含む mAb に対応
する 5 つの主要なピークが存在するのがわか
ります。HIC 分析により、薬物結合種の分布
の特性解析および DAR の決定が可能になり
ました。 

ロパノール 200 mL と調製した 50m M リン
酸緩衝液（pH 7） 800 mL を混合し、空の 
1L 茶色瓶琥（→バッファ B）に加えました。
調製した両方のバッファは、0.2 µm メンブレ
ンフィルタを使用してろ過しました。 

注：mAb と複合体を形成した低分子の疎
水性医薬品の存在は、全体的な疎水性を大
幅に増加させます。したがって、移動相にあ
る程度の有機溶媒を含める必要があります
（ここでは、20 % イソプロパノール）。

メソッド
表 1. 塩グラジエントのクロマトグラフィー条件

パラメータ 設定値

溶媒

A）pH 7 の 50 mM リン酸バッファを 
溶媒とする 1.5M 硫酸アンモニウム

B）pH 7 の 50mM リン酸バッファ +  
20 % イソプロパノール

グラジエント

0 分 30 % B、30 分 100 % B

ストップタイム：45 分 
ポストタイム：10 分

流量 0.400 mL/min

温度 25 ℃

検出 280 nm、10 Hz

注入
注入量： 15 µL 
サンプル温度： 10 ℃ 
ニードル洗浄： 水で 3 秒間

注：HIC で高濃度の塩を使用するには、堅
牢な LC システムが必要です。1290 Infinity 
II Bio LC の完全にステンレス（SST）または
鉄を含まない流路は、高塩含有バッファによ
る腐食の可能性を無くします。さらに、シー
ル洗浄やニードル洗浄などの洗浄機能は、塩
の析出の問題の回避に役立ちます。しかし、
短時間でも LC システムやカラムが高濃度の
塩溶液に触れるのを避けることが重要です。 

図 1. Agilent 1290 Infinity II Bio LC によるブレンツキシマブ ベドチンの分析。D0 ～ D8 は、異なる DAR 種に 
対応します。
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観測された 5 つのピークを積分し、面積パー
セント率を計算すると、DAR が約 3.7 である
ことがわかりました（表 2 を参照）。この値は
文献8 と一致しています。

この分析のリテンションタイム（RT）と面積の
精度についても評価しました（図 2）。その後 
7 回の連続分析を行った結果、相対標準偏差
（RSD）が 0.081 % 未満の優れた RT 精度
であることがわかりました。面積精度も優れて
おり、RSD は 0.282 % 未満でした（図 2 の
表を参照）。 

硫酸アンモニウムはHIC 分析で、非常に一般
的に使用されるカオトロピック塩です。使用さ
れる濃度は通常、1 ～ 2 M の塩の範囲であ
り、これはかなりの量です。分析に純度の低
い塩を使用すると（純度の低さは塩の結晶の
色でもわかることがあります）、クロマトグラム
のベースラインが大幅にドリフトし、積分誤差
が発生する可能性があります。この問題に対
処するには、「ブランク減算」と呼ばれるソフト
ウェア機能が適用できます。ブランク注入を使
用してベースラインドリフトをフィルタで除去で
きます。この機能は、OpenLab 2 の処理メソッ
ドにあります（図 3 を参照）。図 4 は、この機
能を適用する前後でベースライン動作が異な
るクロマトグラムを示しています。

表 2. DAR 種の結果

DAR 種 RT（分） 面積 面積 % DAR の計算結果

D0 7.68 378.116 7.59 0

D2 14.12 1537.829 30.84 0.6196

D4 22.78 1756.026 35.22 1.415

D6 27.98 951.983 19.13 1.1506

D8 32.15 340.176 6.79 0.5482

DAR 3.733

図 3. Agilent OpenLab CDS 2 の処理メソッド中の「ブランク減算」機能のスクリーンショット

図 2. Agilent 1290 Infinity II Bio LC でのブレンツキシマブ ベドチンの分離（7 回の連続分析の重ね表示）
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結論

ブレンツキシマブ ベドチンの分析を、Infinity 
II 1290 Bio LC 上で HIC を使用して実施し
ました。予想された 5 つの DAR 種がすべて、
それぞれ 0、2、4、6、および 8 つの低分子
医薬品を含む mAb に対応して十分に分離さ
れました。HIC 分析により、薬物関連種の分
布の特性解析および DAR の決定（抗体あた
り 3.7 薬物分子と計算されました）が可能と
なりました。7 回の連続分析の精度解析によ
り、RT と面積の再現性が極めて優れている
ことが明らかになりました。HIC で使用する
溶出液には、LC システムでは扱いが難しい高
濃度の腐食性のある塩が含まれます。1290 
Infinity II Bio LC は、鉄をまったく含まないサ
ンプル流路で構成されているため、バイオク
ロマトグラフィーで使用される条件に最適であ
り、システムが腐食で損傷する可能性を避け
られます。

OpenLab 2 のソフトウェア機能であるブラン
ク減算により、ユーザーは、結果に悪影響を
与えることなく、さらに純度の低い硫酸アンモ
ニウムを分析に使用できます。ブランクランを
フィルタで除去するだけで、ベースラインを修
正してスムーズな積分計算が可能になります。 

1290 Infinity II Bio LC の生体適合性ハード
ウェアと OpenLab 2 の新しいソフトウェア機
能との組み合わせにより、生成されたデータ
の信頼性が極めて高くなります。 

図 4. ブランク減算前（青）と後（緑）の HIC クロマトグラムの比較 
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概要

疎水性相互作用クロマトグラフィー（HIC）においてイソプロパノールなどの有機溶媒の添加は、疎水
性抗体薬物複合体（ADC）の保持力を低下し、選択性を調整するための重要なパラメータになること
があります。このアプリケーションノートでは、3 番目のチャネルの有機溶媒としてイソプロパノールを
使用した 3 成分グラジエントによるブレンツキシマブ ベドチンの薬物抗体比（DAR）の測定について説
明します。高塩含有バッファと有機溶媒という困難な組み合わせで優れた再現性が実現できるAgilent 
1260 Infinity II Prime Bio LC は、生成されたデータの信頼性を最大限に高めるアジレントの次世代
ハイエンド液体クロマトグラフィーシステムと言えます。 

利便性と信頼性に優れた抗体薬物 
複合体の分析
Agilent 1260 Infinity II Prime Bio LC を用いた 
3 成分グラジエントによる薬物抗体比の測定
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はじめに

ADC は、細胞傷害性低分子医薬品が化学的
に結合しているモノクローナル抗体（mAb）
です。1 対応する抗体と比較して、構造はより
複雑で不均一です。

ブレンツキシマブ ベドチンなどのシステイン結
合 ADC は、鎖間ジスルフィドの還元後に生成
され、特定のマレイミドリンカーと複合化が可
能な遊離スルフヒドリル基となります。遊離ス
ルフヒドリル基の数は、複合化する薬物の定
義位置の数を制限し、抗体あたり 0（D0）、2
（D2）、4（D4）、6（D6）、および 8 つ（D8）
の薬物の混合物となります。

特に高 DAR 種は疎水性であるため、イソプ
ロパノールなどの有機溶媒の添加は、HIC カ
ラムから完全に溶出させるのに有用です。2 
成分グラジエントでは通常、修飾剤は溶出
に使用される移動相に添加されます（通常、
塩をほぼ含まないバッファ）。Agilent1260 
Infinity II Bio フレキシブルポンプでは、クォー
タナリポンプとして 3 番目のチャネルを使用し
て有機溶媒を追加できます。2 つの溶媒がポ
ンプ内で混合すると塩の結晶が形成される可
能性があるため、高塩含有バッファと有機移
動相は、その組み合わせが重要になる場合が
あります。 

1260 Infinity II Prime Bio LC は、バイオ
クロマトグラフィーで使用される条件に合わ
せて特別に設計されたアジレントの次世代
ハイエンド液体クロマトグラフィーシステムで
す。サンプルの流路には、ステンレス（SST）
または鉄がまったく含まれていません。マルチ
サンプラ、マルチカラムサーモスタット、および
検出器全体のすべてのキャピラリやフィッティ
ングは、ニッケルコバルト合金である MP35N 
で作られています。このため、1260 Infinity II 
Prime Bio LC は、腐食によるシステムへの損
傷を回避することができ、HIC で通常使用さ
れる高濃度の腐食性のある塩での分析など、
バイオクロマトグラフィーで使用される条件で
最適に利用できます。

実験方法

装置
Agilent 1260 Infinity II Prime Bio LC システ
ムは、次のモジュールで構成されます。

 – Agilent 1260 Infinity II Bio フレキシブル
ポンプ（G7131C）

 – Agilent 1290 Infinity II Bio マルチサンプ
ラ（G7137A）、サンプルサーモスタット 
付き（オプション #101）

 – Agilent 1290 Infinity II マルチカラム 
サーモスタット（G7116B）、イナート仕様
の標準フロー熱交換器搭載

 – Agilent 1290 Infinity II 可変波長検出器
（G7114B）、イナート仕様のマイクロ 
フローセル、3 mm、2 µL 搭載

ソフトウェア
Agilent OpenLab CDS バージョン 2.5 以降

カラム
Agilent AdvanceBio HIC カラム 3.5 µm、 
4.6 × 100 mm（部品番号 685975-908）

試薬
すべての溶媒は LC グレードを使用しまし
た。イソプロパノールは Merck（ドイツ、ダル
ムシュタット）から購入しました。超純水は、
0.22 µm メンブレンユースポイントカートリッ
ジ（Millipak、Merck-Millipore、ビレリカ、
マサチューセッツ州、米国）を備えた Milli-Q 
Integral システムで精製しました。リン酸二
水素ナトリウム一水和物、リン酸水素二ナト
リウム七水和物、および硫酸アンモニウムは、
Sigma-Aldrich（ドイツ、シュタインハイム）か
ら入手しました。 

サンプル
ブレンツキシマブ ベドチン（商品名アドセトリ
ス、武田薬品工業、日本、東京）を50 % の水
に溶解：100 mg/mL の 50 % 溶媒 A（以下
を参照）。 

注：アドセトリスには数多くのアジュバントが
含まれているため、ここで言及されている濃度
はタンパク質濃度だけではなく、薬物のすべて
の成分の総濃度です。 

バッファの前処理
A）pH 7 の 50 mM リン酸バッファを溶媒とす
る 1.5 M 硫酸アンモニウム

B）50 mM リン酸バッファ、pH 7 

C）イソプロパノール

2 L の 50mM リン酸バッファ、pH 7 について
は、5.84 g のリン酸二水素ナトリウム一水和
物、および 15.47 g のリン酸水素二ナトリウム
七水和物を 2L の茶色瓶に加え、超純水を使
用して 2 L まで充填しました。pH 値を確認し、
必要に応じて pH 7 に調整しました（バッファ 
B）。合計 1.5M の 198.21g の硫酸アンモニ
ウムを空の 1L 茶色瓶に加え、調製したリン酸
バッファ（→バッファ A）を使用して 1 L まで
充填しました。pH 値を確認し、必要に応じて 
pH 7 にしました（大量の塩を加えると pH が
変化する可能性があります）。前処理した両方
のバッファを 0.2 µm メンブレンフィルタでろ過
しました。 

メソッド
クロマトグラフィー条件

パラメータ 設定値

溶媒

A） pH 7 の 50 mM リン酸バッファ液を
溶媒とする1.5M硫酸アンモニウム

B）50 mM リン酸バッファ、pH 7
C）イソプロパノール

グラジエント 

グラジエント：0 分 55 % A、40 % B、 
5 % C 
25 分 0 % A、75 % B、25 %C 
ストップタイム： 35 分 
ポストタイム： 10 分 

流量 0.400 mL/min

温度 25 ℃

検出 280 nm、10 Hz

注入
注入量： 15 µL 
サンプル温度： 10 ℃ 
ニードル洗浄： 水で 3 秒間
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注：HIC で高濃度の塩を使用するには、堅牢
な LC システムが必要です。1260 Infinity II 
Prime Bio LC の完全にステンレス（SST）ま
たは鉄を含まない流路は、高塩含有バッファ
による腐食の可能性を無くします。さらに、シー
ル洗浄やニードル洗浄などの洗浄機能は、塩
の析出の問題の回避に役立ちます。しかし、
短時間でも LC システムやカラムが高濃度の
塩溶液に触れるのを避けることが重要です。 

注：高濃度の塩溶液を溶出液として使用す
る際には、ポンプメソッドにおいて対応する溶
媒タイプの設定を検討してください。例えば、
1.5 M 硫酸アンモニウムの入った溶媒 A の
場合、ポンプメソッドの溶媒選択フィールドで、
［Generic Aqueou（一般的な水）］や［Water
（水）］ではなく、「ammonium sulfate 1.5 
M（硫酸アンモニウム 1.5 M）」を使用します。

大量の塩を加えると溶媒の圧縮率が変化する
ため、あらかじめ設定された溶媒テーブルを
使用することによりポンプの性能を最大限に
引き出します。 

結果と考察

図 1 は、ブレンツキシマブ ベドチンの分析結
果を示したもので、それぞれ 0、2、4、6、お
よび 8 つの低分子医薬品を含む mAb に対応
する 5 つの主要なピークが存在します。図 1 
の各ピークは、インタクト mAb 種に異なる数
の薬物分子が結合したもので、薬物分子の数
の順に対応しています（0 から 8 個の結合分
子、D0 ～ D8）。ピークは、ブレンツキシマブ 
ベドチンの文献2 に見られるクロマトグラムと 
HIC クロマトグラムとを比較することによって
特定しました。 

この分析について、リテンションタイム（RT）
と面積の精度から評価しました。その後 7 回
の連続分析を行い、相対標準偏差（RSD）が 
0.055 % 未満の優れた RT 精度であることが
わかりました。これは、高塩含有バッファ（こ
こで使用されている 1.5 M 硫酸アンモニウ
ムバッファなど）と有機溶媒としてイソプロパ
ノールという非常に難しい組み合わせでも、
クォータナリポンプのすばらしい性能によって 
3 成分グラジエントが実行できることを証明し
ています。面積精度も優れており、最後のピー
クを除いて RSD は 0.46 % 未満でした（図 1 
の表を参照）。 

図 1. Agilent 1260 Infinity II Bio LC によるブレンツキシマブ ベドチンの分離。D0 ～ D8 は、異なる DAR 種に対応します。7 回の連続分析の重ね図が表示されます。 
同じシーケンスで実行されるブランク注入を使用して、バッファ A の硫酸アンモニウム塩によって引き起こされるベースラインドリフトを、ブランク減算を適用しフィルタで 
除去しました。
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HIC 分析により、薬物結合種の分布の特性解
析および DAR の決定が可能になりました。各
ピークのピーク面積およびそれぞれの薬物負
荷を積分することにより、全体の DAR が計算
できます（式 1）。 

式 1.

観測された 5 つのピークを積分し、面積パー
セント率を計算すると、DAR が～ 3.3 である
ことがわかりました（表 1 を参照）。

結論

3 番目のチャネルに有機溶媒としてイソプロパ
ノールを用いた 3 成分グラジエントで HIC に
より、ブレンツキシマブ ベドチンを分析しまし
た。予想された 5 つの ADC 種がすべて、そ
れぞれ 0、2、4、6、および 8 つの低分子医薬
品を含む mAb に対応してきれいに分離され
ました。HIC 分析により、薬物関連種の分布
の特性解析および DAR の決定（抗体あたり 
3.3 薬物分子と計算されました）が可能となり
ました。難しい溶媒の組み合わせであっても、
Agilent 1260 Infinity II Bio フレキシブルポ
ンプを備えた Agilent1260 Infinity II Prime 
Bio LC によって見事に処理できました。リテ
ンションタイムの再現性は、相対標準偏差は 
0.055 % 未満と非常に優れており、生成され
たデータの信頼性を最大限に高めるために 2 
成分系と同等の性能が実現されました。 
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表 1. DAR 種の結果

DAR 種 RT（分） 面積 面積 %
DAR の 
計算結果

D0 8.00 89.18 8.11 0

D2 13.22 427.04 38.83 0.78

D4 20.29 405.58 36.88 1.48

D6 24.27 140.51 12.78 0.77

D8 27.48 37.38 3.4 0.27

DAR 3.3
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概要

このアプリケーションノートでは、分離能と速度が最適化された条件における Agilent 1290 Infinity II 
Bio LC システムを用いた 2-AB 標識グリカンと InstantPC 標識グリカンの信頼性の高い分離について
説明します。その信頼性は、リテンションタイム精度、面積精度、分離度などのパフォーマンス値を計
算すると、いずれも優れた結果を示すことができます。検出には、Agilent 1260 Infinity II 蛍光検出器
（FLD）とバイオイナートフローセルを使用しました。1290 Infinity II Bio LC システムは内部容量が小
さく、バイナリポンプの溶媒組成と流量の精度が高いため、高分離能メソッドから速度を最適化したメ
ソッドにメソッド移管しても、同等の結果を得ることができます。 

糖鎖の分離における分離能と速度
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はじめに

現在、モノクローナル抗体（mAb）は、現代
の生物製剤化合物の非常に重要なクラスで
す。すべての治療用 mAb は、免疫グロブリン 
G（IgG）のクラスに属します。1IgG の表面の
各重鎖には N-結合型グリコシル化部位があ
り、最大 30 のグリコフォームの混合物となっ
ています。2グリコシル化パターンは mAb の
治療効果にとって重要であるため、その分析
は QA/QC プロセスの重要な部分です。また
グリコシル化は、mAb の最も重要な重要品
質 特 性（critical quality attribute：CQA）
です。

サンプル処理量を増やすには、高速なサン
プル前処理メソッドだけでなく、複雑な混合
物を十分に分離できる高速な分析メソッドも
必要です。通常、糖鎖は蛍光化合物で標識
化され、クロマトグラフィー分離の後に FLD 
を用いて検出されます。標識化メソッドは、
InstantPC などの最新の標識化合物によっ
て高速化しました。この標識は特に、従来の
標識と比べて蛍光感度が高くイオン化しやす
いため、質量分析検出に適しています。3その
後のクロマトグラフィー分離は HILIC カラム
で実行しました。これは最近の糖鎖分離の標
準メソッドです。4

このアプリケーションノートでは、1290 
Infinity II Bio LC と Agilent AdvanceBio 
Glycan マッピング HILIC カラムを用いた、蛍
光標識グリカンラダーと蛍光標識ヒト IgG N-
グリカンライブラリの高分離能分離と高速分
離について説明します。面積とリテンションタ
イムの RSD、分離度などの一般的な性能パラ
メータは、150 mm カラムと 100 mm カラム
で示します。蛍光標識として、従来の 2-AB 標
識と最新の InstantPC 標識を IgG ライブラリ
と比較し、高分離能メソッドと高速メソッドで同
じ溶出パターンを取得できることを示します。

実験方法

機器
 – Agilent 1290 Infinity II Bio ハイスピード
ポンプ（G7132A）

 – Agilent 1290 Infinity II Bio マルチ 
サンプラ（G7137A）、一体型サンプル
サーモスタット付き（#101）

 – Agilent 1260 Infinity II マルチカラム 
サーモスタット（G7116B）、イナート仕様
の熱交換器付き

 – Agilent 1290 Infinity II 蛍光検出器
（FLD）（G7162B）、バイオイナート標準 
FLD フローセル（G5615-60005）付き

カラム
1. Agilent AdvanceBio Glycan マッピング、

2.1 × 150 mm、1.8 μm（859700-913）

2. Agilent AdvanceBio Glycan マッピング、
2.1 × 100 mm、1.8 μm（858700-913） 

ソフトウェア
Agilent OpenLab バージョン 2.5 および 
GPC/SEC アドオンソフトウェア V. 1.2

サンプル
 – AdvanceBio 2-AB ヒト IgG N-グリカン 
ライブラリ（p/n GKSB-005）

 – AdvanceBio InstantPC ヒト IgG  
N-グリカンライブラリ（p/n GKPC-005）

 – AdvanceBio 2-AB グルコースホモ 
ポリマー標準（p/n GKSB-503）

試薬
 – アセトニトリル、HPLC グラジエント 
グレード

 – アンモニウムギ酸

試薬はドイツの VWR 社から購入しました。
超純水は、LC-Pak Polisher および 0.22 
μm メンブレンユースポイントカートリッジ
（Millipak 社）を備えた Milli-Q Integral シス
テムで精製しました。
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結果と考察

150 mm の AdvanceBio Glycan マッピング
カラムでの高分離能メソッドの初期開発では、
グルコースベースのグリカンラダーと 2-AB 蛍
光標識を使用しました。初期の溶媒比率、エ
ンドポイント溶媒比率、および分析時間は、残
留 2-AB 標識（0.735 分）とグルコース単位 1
（GU1、0.934 分）間の良好な分離に基づい
て決定しました（図 1）。グルコースホモポリ
マーは、GU18 まで分離および検出しました。

パラメータ 設定値

バイナリポンプ

溶媒
A）水 + 100 mM ギ酸アンモニウム、pH 4.5 
B）ACN

MCT

カラム温度 60 ℃

FLD

波長（2AB） Ex. 260 nm、Em. 430 nm

波長（InstantPC） Ex. 285 nm、Em. 345 nm

データレート 18.75 Hz（高分離能メソッド）

データレート 39.75 Hz（高速分離メソッド）

サンプラ

注入 1 µL

ニードル洗浄 水/ACN 30/70 で 3 秒

高分離能メソッド、150 mm カラム

バイナリポンプ

流量 0.5 mL/min

グラジエント
0 分 - 80 % B、22 分 - 55 % B、22.25 分 - 40 % B、24.25 分 - 40 % B、24.5 分 - 80 % B、 
ストップタイム：24.5 分、ポストタイム：7 分

MCT

カラム 1

高分離能メソッド、100 mm カラム

バイナリポンプ

流量 0.5 mL/min

グラジエント
0 分 - 80 % B、15 分 - 55 % B、15.25 分 - 40 % B、16.75 分 - 40 % B、17.0 分 - 80 % B、 
ストップタイム：17.0 分、ポストタイム：5 分

MCT

カラム 2

高速メソッド、100 mm カラム

バイナリポンプ

流量 0.75 mL/min

グラジエント
0 分 - 75 % B、7.5 分 - 65 % B、7.75 分 - 40 % B、8.75 分 - 40 % B、9.0 分 - 75 % B、 
ストップタイム：9.0 分、ポストタイム：3 分

MCT

カラム 2

一般的なメソッド設定
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図 1. 150 mm カラムでのグリカンラダーの高分離能分離。一般的な直線グラジエントを用いて、最初に残留 2-AB と GU1 のベースライン分離用に調整しています。
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残留 2-AB と GU1 の初期分離度は 4.23 で、
明らかにベースライン分離です。分離度は 
8.045 分間で GU6 に向上しています。溶出
が遅いグルコースホモポリマーの場合は、ピー
ク幅が広がると分離度が低下します。面積 
RSD は GU5 までは 0.65 % 未満、GU13 ま
では 1.17 %～ 3.4 % です。溶出が遅いホモ
ポリマーでは面積 RSD が高くなりますが、そ
れに応じてピーク面積が小さくなります。リテ
ンションタイム RSD は通常、すべての化合物
で 0.08 % 未満です（表 1）。

初期の高分離能メソッドは、分離グラジエント
を適切に 15 分まで短縮することで、150 mm 
カラムから 100 mm カラムにまで適合させま
した。洗浄時間と再生時間は、よりカラム容量
が少ない 100 mm カラムに適合させました。
得られた分離では、残留 2-AB が GU1 から
分離され、18 種類のグルコースホモポリマー
がグラジエント実行時間でベースライン分離
されています（図 2）。

GU 面積の RSD（%） RT（分） RT RSD（%） 分離度 USP 幅 50 %（分）

1 0.59 0.934 0.06 4.23 0.028

2 0.47 1.367 0.08 8.29 0.034

3 0.64 2.292 0.09 14.03 0.044

4 0.33 3.890 0.08 18.27 0.057

5 0.61 5.936 0.06 18.59 0.069

6 1.23 8.045 0.09 16.89 0.075

7 1.20 10.026 0.08 14.81 0.079

8 1.17 11.819 0.05 12.85 0.082

9 1.50 13.411 0.06 11.17 0.082

10 1.77 14.848 0.05 9.92 0.084

11 2.65 16.147 0.05 8.84 0.085

12 3.40 17.315 0.05 7.92 0.085

13 2.79 18.378 0.05 7.15 0.085

14 6.65 19.362 0.04 6.53 0.089

15 6.44 20.264 0.04 5.99 0.090

16 6.76 21.100 0.03 5.39 0.094

17 6.77 21.868 0.04 4.77 0.093

18 5.57 22.582 0.04 4.52 0.093

表 1. 150 mm カラムでのグリカンラダー分離の性能結果
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図 2. 100 mm カラムでのグリカンラダーの高分離能分離。グラジエントを短いカラム用に調整して 150 mm カラムから移管しました。残留 2AB と GU1 は、 
引き続き良好に分離されています。
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残留 2-AB と GU1 の分離度は 2.16 でした。
3.749 分に溶出しており、分離度は GU5 に
向上しています。GU4 までは面積の RSD が 
1.00 % 未満、GU14 までは 1.09 %～ 3.5 
% です。溶出が遅いホモポリマーでは面積
の RSD が高くなりますが、それに応じてピー
ク面積が小さくなります。リテンションタイム 
RSD は通常、すべての化合物で 0.09 % 未満
です（表 2）。

表 1 と表 2 を比較すると、150 mm カラム
と 100 mm カラムで取得した面積の RSD と
リテンションタイムの RSD の順序は同じでし
た。短い 100 mm カラムを使用すると分離度
が低下しますが、すべてのピークのベースライ
ン分離には十分です。

100 mm の AdvanceBio Glycan マッピング
カラムと 150 mm の AdvanceBio Glycan 
マッピングカラム用に開発された高分離能
メソッドを、いずれもグリカンサンプル（ヒト 
IgG の蛍光標識 N-グリカンライブラリ）の分
離に適用しました（図 3 と図 4）。2-AB 標
識 IgG N-グリカンライブラリ（図 3A および 
3B）と InstantPC 標識 IgG N-グリカンライブ
ラリ（図 4A および 4B）を用いて分離しまし
た。2-AB 標識グリカンライブラリの分離では、
100 mm カラムと 150 mm カラムで同様

表 2. 100 mm カラムでのグリカンラダー分離の性能結果

GU 面積の RSD（%） RT（分） RT RSD（%） 分離度 USP 幅 50 %（分）

1 0.86 0.610 0.13 2.16 0.031

2 0.82 0.867 0.18 4.87 0.032

3 0.95 1.436 0.19 9.23 0.040

4 0.97 2.433 0.09 13.35 0.048

5 1.09 3.749 0.06 15.02 0.054

6 1.13 5.164 0.03 14.41 0.058

7 1.41 6.508 0.08 12.94 0.061

8 1.24 7.707 0.08 11.11 0.063

9 1.57 8.788 0.05 9.59 0.066

10 2.30 9.764 0.04 8.33 0.069

11 3.46 10.647 0.03 7.28 0.071

12 1.82 11.447 0.02 6.32 0.074

13 1.50 12.173 0.03 5.50 0.078

14 3.25 12.834 0.02 4.87 0.079

15 5.92 13.447 0.03 4.25 0.087

16 3.75 14.012 0.03 3.64 0.097

17 5.38 14.540 0.02 3.06 0.105

18 6.17 15.031 0.04 2.82 0.106

の溶出パターンを示しています（図 3A と図 
3B）。グラジエント実行時間については、100 
mm カラムが 150 mm カラムの約 3 分の 1 
となっています。いずれのケースでも同じ低ア
バンダンスのピークが見られ、パターンの中
間で溶出する 3 つのピークは、高い分離度で

分離されました。例えば 150 mm カラムの場
合、9.408 分でのピーク溶出からの 9.651 分
でのピーク溶出の分離度値は 1.94 でした。
100 mm カラムでは、このピークは 6.391 分
で溶出し、分離度は 1.68 です。
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図 3. 150 mm の Agilent AdvanceBio Glycan マッピングカラム（A）と 100 mm の AdvanceBio Glycan マッピングカラム（B）での、2-AB 標識 IgG N-グリカンライブラリの 
高分離能分離
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蛍光標識 InstantPC は最近開発されたもの
で、高い蛍光感度とイオン化能力を質量分
析検出に活かしています。3150 mm カラム
と 100 mm カラムから得られる溶出パター
ンは同等でした（図 4A および 4B）。低濃度
グリカンに関する情報は同じであり、ピーク
の分離度も同等でした。100 mm カラムの場
合は、グラジエント実行時間が約 3 分の 1 に
短縮されました。分析時間の中間のピークパ

ターンでは、150 mm カラムから 10.702 分
で溶出したピークは、10.438 分のピークか
ら分離度である 2.09 を示しました（図 4A）。
100 mm カラムでは、同じピークが 7.186 
分で溶出し、分離度は 1.74 でした（図 4B）。
同じ挙動が、150 mm カラムと 100 mm カ
ラムからの溶出ピーク（それぞれ 10.837 分
と 7.237 分、および 15.456 分と 10.424 分）
で見られました。

適用された両標識を比較すると、グリカンライ
ブラリの InstantPC 標識の分離はより低いア
バンダンスピークを示しました。これは、標識 
2 より蛍光感度が高いためです。

図 4. 150 mm の Agilent AdvanceBio Glycan マッピングカラム（A）と 100 mm の AdvanceBio Glycan マッピングカラム（B）での、 
InstantPC 標識 IgG N-グリカンライブラリの高分離能分離
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サンプル前処理の改善によってその時間が大
幅に短縮され、スループットも向上したため、
高速な分析メソッドが必要となりました。3、4高
速糖鎖分離メソッドを開発する場合は、100 
mm カラム用に開発した高分離能メソッドを
ベースにしました。十分な分離度を持つ既知
の溶出パターンを維持しながら分析時間を短
縮するため、流量を段階的に増やし、それに
合わせてグラジエント時間を短縮しました。こ
の結果、流量を 50 % 増やした場合のグラジ
エント実行時間が半分になりました。このメ
ソッドを用いて、2-AB 標識と InstantPC 標識

の IgG N-グリカンライブラリの分離を比較し
ました（図 5 と図 6）。

2-AB 標識グリカンの高速分離（図 5）と高
分離能メソッドでの分離（図 3B）は、溶出パ
ターンが同じです。パターンの中間で溶出する
糖鎖の分離度でも、その識別と定量には十分
です。2.527 分で溶出するピークの、前の溶
出ピークから分離度は 1.24 と十分なもので
す。また高分離能メソッドの分離度は 1.68 で
した。

また、InstantPC 標識グリカン（図 6）の高速
分離と高分離能分離（図 4B）の溶出パター
ンも同等です。3.063 分で溶出するピークの
分離度は 1.48、高分離能メソッドの分離度は 
1.74 でした。また図 5 と図 6 を比較すると、
InstantPC 標識サンプルから取得できる低ア
バンダンスグリカンに関する情報が、高分離能
分離の情報より詳しいことがわかります。クロ
マトグラフィー挙動の違いにより、InstantPC 
標識化合物の分離度は、2-AB 標識グリカンよ
り低くなる場合があります。

図 5. 100 mm のAgilent AdvanceBio Glycan マッピングカラムでの、開発された高速分離メソッドによる 2-AB 標識 IgG N-グリカンライブラリの分離
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リテンションタイム（分）

レ
ス
ポ
ン
ス
（

LU
）

リテンションタイム
（分）

分離度
（USP）

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5

0.5
1.0
1.5
2.0
2.5
3.0
3.5
4.0
4.5
5.0
5.5
6.0

2.
14

1
2.

37
7

2.
62

3

2.
94

1
2.

70
0

2.
80

9

3.
06

3
3.

13
3

3.
23

9
3.

40
6

3.
64

8
3.

75
9

3.
89

1
4.

00
2 4.

07
5

4.
39

6

4.
61

6
4.

78
4

5.
26

0 5.
54

5

4.
30

6

5.
46

2

3.063 1.48

3.133 0.78

5.545 0.89



結論

このアプリケーションノートでは、1290 
Infinity II Bio LC を用いた蛍光標識グリカン
の分離について説明しました。イナート仕様の 
UHPLC システムでは、糖鎖のような非常に複
雑な生体化合物を分析でき、システムの活性
表面での非特異的な吸着による低分子化合物
の損失の心配もありません。

高分離能メソッドから速度を最適化したメソッ
ドにメソッド移管しても、同等の結果を得るこ
とができます。これは、1290 Infinity II Bio 
LC システム内部のディレイボリュームが小さ
く、1290 Infinity II Bio ハイスピードポンプの
溶媒混合と流量の精度が高いためです。リテ
ンションタイム精度、面積精度、分離度などの
性能値のすべての計算結果が、優れた値を示
しました。
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概要

最高品質のバイオ医薬品を生み出すには、製造プロセスの最初のステップとして、合成用の原料を徹
底的に分析する必要があります。オリゴヌクレオチドの場合、このような原料はヌクレオシドホスホロア
ミダイトと呼ばれており、その後の DNA 合成の構成要素として機能します。このアプリケーションノー
トでは、イナート仕様の Agilent 1290 Infinity II Bio LC を用いて LC メソッドを開発しました。LC と 
Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF を組み合わせることで、複数の不純物を正確な質量で同定
できました。また 4 チャネルの Agilent 1290 Infinity II Bio フレキシブルポンプにより、メソッド開発を
容易に行い、優れたリテンションタイムと面積精度を実現できました。この結果に基づき、さらにメソッ
ド開発を実行して、優れた性能を維持しながら LC 分析時間を 66 % 短縮しました。またメソッド互換
性の実験により、従来の Agilent 1290 Infinity II LC からのシームレスなメソッド移管が可能であるこ
とを確認しました。これらの結果から、1290 Infinity II Bio LC が、オリゴヌクレオチド合成の原材料の
堅牢かつ多用途の分析に最適であることがわかります。 

オリゴヌクレオチド合成の原料の分析

Agilent 1290 Infinity II Bio LC システムによる 
ヌクレオシドホスホロアミダイト分析のための柔軟かつ堅牢な
メソッド開発
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はじめに

DNA オリゴヌクレオチドの化学合成は、現代
の分子生物学を生み出した技術の 1 つです。
1最近、いくつかのオリゴヌクレオチドベースの
バイオ医薬品が承認されたこともあり2、オリ
ゴヌクレオチドの製造および生産チェーンにお
いて、信頼性と堅牢性の高い分析メソッドの
ニーズが高まっています。ヌクレオシドホスホ
ロアミダイトは、DNA 合成技術に最適な標準
構成要素であるとみなされています。関連す
る保護基を迅速かつ簡単に除去できるためで
す。3天然ヌクレオシドは、ヒドロキシル（-OH）
基やアミノ（-NH2）基などの活性点に多く存
在します。このような官能基は、ホスホロアミ
ダイトの構成要素で修飾されます。図 1 に、
5'-DMT-デオキシアデノシン 3'-ホスホロアミ
ダイト分子の構造式を示します。この分子に
は、デオキシリボースの 5'-ヒドロキシル基を
保護するジメトキシトリチル（DMT）基（青
色）、ホスホロアミダイト部分を修飾するジイ
ソプロピルアミン（オレンジ色）および 2-シ
アノエチル（赤色）基、アデニン塩基のアミノ
基を保護するベンゾイル（緑色）基の 4 つの
特徴的な修飾が含まれます。修飾の後に、対
応する DNA ヌクレオシド（デオキシアデノシ
ン（dA）、デオキシグアノシン（dG）、デオキ
シシチジン（dC）、デオキシチミジン（dT）な
ど）のホスホロアミダイトが、その後のオリゴ
ヌクレオチドの自動合成の原料として働きま
す。この合成には脱保護、結合、酸化、キャッ
ピングの各ステップで構成される複数の合成
サイクルが含まれます。1ただし、配列の不純
物を最小限に減らして結合効率を上げるに
は、原料の純度と不純物を慎重にモニタリン
グおよび同定する必要があります。

実験方法

装置
Agilent 1290 Infinity II Bio LC システムを 
Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF と
組み合わせて、次のモジュールで構成しました。

Agilent 1290 Infinity II Bio LC  
システム：

 – Agilent 1290 Infinity II Bio フレキシブル
ポンプ（G7131A）

 – Agilent 1290 Infinity II Bio マルチ 
サンプラ（G7137A）とサンプルサーモ 
スタット（オプション 101）

 – Agilent 1290 Infinity II マルチカラム 
サーモスタット（G7116B）と標準 
フロークイックコネクト Bio 熱交換器
（G7116-60071）および 2 台の Agilent 
熱平衡化デバイス（G7116-60013）

 – Agilent 1290 Infinity II 可変波長検出器
（VWD）（G7114B）、バイオマイクロ 
フローセル VWD、3 mm、2 µL、RFID  
搭載

 – Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF
（G6545XT）

次のモジュールで構成される Agilent 1290 
Infinity II LC システム：

Agilent 1290 Infinity II LC：
 – Agilent 1290 Infinity II フレキシブル 
ポンプ（G7104A）

 – Agilent 1290 Infinity II マルチサンプラ 
（G7167A）とサンプルサーモスタット 
（オプション 101）

 – Agilent 1290 Infinity II マルチカラム 
サーモスタット（G7116B）と標準 
フロークイックコネクト熱交換器（G7116-
60015）および 2 台の Agilent 熱平衡化
デバイス（G7116-60013）

 – Agilent 1290 Infinity II 可変波長検出器
（VWD）（G7114B）とマイクロフロー 
セル VWD、3 mm、2 µL、RFID

ソフトウェア
 – Agilent MassHunter ワークステーション
ソフトウェア（B.09.00 以降）

 – Agilent MassHunter Qualitative 
Analysis（10.0 以降）

図 1. 5'-DMT-デオキシアデノシン 3'-ホスホロアミダイト分子の修飾基の概略図。 
青色：ジメトキシリチル（DMT）基。緑色：ベンゾイル基。オレンジ色：ジイソプロピルアミン基。
赤色：2-シアノエチル基
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カラム

Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18、 
95 Å、2.1 × 100 mm、1.8 µm
（p/n 959758-902）

試薬
InfinityLab Ultrapure LC/MS アセトニトリル
（p/n 5191-4496）と InfinityLab Ultrapure 
LC/MS 純水（p/n 5191-4498）を使用しま
した。酢酸アンモニウムと酢酸は VWR 社（ダ
ルムシュタット、ドイツ）から購入しました。

サンプル前処理
オリゴヌクレオチドの合成用の真正な 
5'-O-DMT 2' デオキシアデノシンホスホロ
アミダイト（dA）の原料は、アジレントの核
酸ソリューション部門から入手しました。1 
mg/mL のホスホロアミダイトを含むアセトニ
トリル溶液を注入しました。 

表 1. Agilent 1290 Infinity II Bio LC による 5'-DMT-デオキシアデノシン 3'-ホスホロアミ
ダイトの原料の不純物分析用のメソッド A

パラメータ 設定値

カラム Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18、95 Å、2.1 × 100 mm、1.8 µm

溶媒
A）アセトニトリル 
B）水 
C）500 mM 酢酸アンモニウム、pH 5.5

グラジエント

時間（分） A（%） B（%） C（%） 
0.00 50 48 2 
1.00 50 48 2 
15.00 90 8 2 
15.01 90 8 2 
18.00 90 8 2 
18.01 50 48 2 
25.00 50 48 2

流量 0.200 mL/min

温度 20 ℃、熱平衡化デバイス搭載

UV 検出器 VWD：236 nm、10 Hz/MS：表 2 を参照

注入
注入量：2 µL 
サンプル温度：4 ℃ 
洗浄：アセトニトリル 90 %/水 10 % で 3 秒（フラッシュポート）

表 2. Agilent 1290 Infinity II Bio LC による 5'-DMT-デオキシアデノシン 3'-ホスホロアミダイトの 
原料の不純物分析用の、分析時間を最適化したメソッド B

パラメータ 設定値

カラム Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18、95 Å、2.1 × 100 mm、1.8 µm

溶媒
A）アセトニトリル 
B）水 
C）500 mM 酢酸アンモニウム、pH 5.5

グラジエント

時間（分） A（%） B（%） C（%） 
0.00 50 48 2 
0.33 50 48 2 
5.00 90 8 2 
5.01 90 8 2 
6.00 90 8 2 
6.01 50 48 2 
8.33 50 48 2

流量 0.600 mL/min

カラム温度 20 ℃、熱平衡化デバイス搭載

UV 検出器 VWD：236 nm、10 Hz

注入
注入量：2 µL 
サンプル温度：4 ℃ 
洗浄：アセトニトリル 90 %/水 10 % で 3 秒（フラッシュポート）

表 3. Agilent 1290 Infinity II Bio LC による  
5'-DMT-デオキシアデノシン 3'-ホスホロアミダイトの
原料の不純物分析用のイオン源および MS  
パラメータ

パラメータ 設定値

機器
Agilent 6545XT AdvanceBio 
LC/Q-TOF

ガス温度 320 ℃

ドライガス流量 8 L/min

ネブライザ 35 psi

シースガス温度 350 ℃ 

シースガス流量 11 L/min

VCap 3,500 V

ノズル電圧 1,000 V

フラグメンタ 140 V

スキマ電圧 65 V

Oct 1 RF Vpp 750 V

取り込みモード
ポジティブ、拡張（m/z 10,000）
質量範囲

質量範囲 m/z 25～10,000

取り込みレート 1 スペクトル/秒

リファレンス質量 m/z 121.050873、m/z 922.0098
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結果と考察

HPLC のメソッド開発と他の部門（初期プロ
セス開発や品質管理など）へのメソッド移管
は、煩雑で手間がかかる場合があります。しか
し 1290 Infinity II Bio フレキシブルポンプは 
1290 Infinity II Bio LC システムでさまざまな
用途に使用できるため、メソッド開発の簡便性
と堅牢性が向上します。これを証明するため、
4 チャネルの Infinity II Bio フレキシブルポン
プで 3 成分グラジエントを採用し、5'-DMT-デ
オキシアデノシン 3'-ホスホロアミダイトの原
料の不純物分析 LC メソッドを開発しました。
1290 Infinity II Bio LC の流路は耐腐食性が
高いため、500 mM の酢酸アンモニウム（pH 
5.5）のような高濃度バッファをメソッド開発に
定常的に使用できます。このため、分析中に
グラジエントミキシングしながら、さまざまな
量と種類のバッファを高速でスクリーニングで
きます（表 1、メソッド A）。1290 Infinity II 
Bio LC と 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 
を連結することで、化合物の UV 分析と MS 
分析を同時に実行でき、製品と 3 種類の不純
物（表 4）を精密質量で同定できました。ホ
スホロアミダイトのリン原子のキラル中心での
エピマー化により、製品、不純物 2、不純物 3 
で 2 つのピーク（A と B）が見られました。 

図 2 に、VWD と Bio マイクロフローセルで検
出された原料の分離のクロマトグラムを示し
ます。下のクロマトグラムは、対象ピーク間で
良好な分離能を示す不純物を拡大表示したも
のです。3'-DMT-デオキシアデノシン 5'-ホスホ
ロアミダイト（不純物 2A/2B）の分析は特に
重要です。いわゆる「リバースアミダイト」に
よって、その後の DNA 合成でエラーが発生す
る可能性があるためです。

表 4. 5'-DMT-デオキシアデノシン 3'-ホスホロアミダイトの原料で同定された製品と不純物

名前 種 リテンションタイム（分）

5'-DMT-デオキシアデノシン 3'-ホスホロアミダイト
製品 A 15.69 

製品 B 16.29

5'-DMT-デオキシアデノシン 不純物 1 6.40

3'-DMT-デオキシアデノシン 5'-ホスホロアミダイト（リバースアミダイト）
不純物 2A 10.89

不純物 2B 11.13

5'-DMT-デオキシアデノシンホスホロアミダイト
不純物 3A 11.41

不純物 3B 11.83

図 2. A：Agilent 1290 Infinity II Bio LC による原料の LC 分離（メソッド A）のクロマトグラム（製品を強調表示）。 
B：不純物を見やすくした同じクロマトグラムの拡大表示
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10 回の連続注入を分析して 1290 Infinity II 
Bio LC の性能をさらに調査し、リテンションタ
イムと面積精度の値を計算しました（表 5）。
製品と不純物で測定したリテンションタイムの 
RSD 値は 0.015 %～ 0.050 % と非常に優
れていました。これは、困難な 3 成分グラジ
エント分離において 1290 Infinity II Bio フレ
キシブルポンプが優れた性能を発揮できるこ
とを示しています。また 1290 Infinity II Bio 
LC は面積精度についての性能も優れており、
平均相対標準偏差は 0.269 % でした。1290 
Infinity II Bio LC と 1290 Infinity II LC のメ
ソッド互換性をさらに評価するため、後で前の
実験も実行しました。表 5 に、両方の LC シ
ステムの絶対リテンションタイムを示します。
偏差は平均でたったの 0.686 % です。これは 
1290 Infinity II LC からスムーズなメソッド移
管ができることを示しています。 

現代のラボにおいて、特にバイオ医薬品とその
原料の品質管理におけるルーチン分析では時
間は非常に重要な資源です。このため、さら
にメソッド開発を使用して、LC 分析の時間を
短縮しました。1290 Infinity II Bio LC システ
ムの圧力定格は最高 130 MPa と高いため、
高流量と微粒子を用いることで性能と分析時
間を最適化できます。流量を 0.6 mL/min に
まで上げ、グラジエントボリュームを一定に
保つことで、LC メソッドの分析時間をわずか 
8.33 分に短縮できました。これは 66 % 減に
相当します（表 2、メソッド B）。分析時間は短
くなっても、リテンションタイムと面積精度の
優れた性能は維持されました（図 3 と表 6）。
つまり 1290 Infinity II Bio LC は、オリゴヌク
レオチドの製造チェーンの多用途で堅牢な分
析メソッド開発に最適であるということです。 

表 5. メソッド A で分析した化合物のリテンションタイムと面積精度の値、および 
リテンションタイムの絶対偏差を Agilent 1290 Infinity II Bio LC と Agilent 1290 
Infinity II LC で比較

種 リテンションタイム RSD（%） 面積の RSD（%）
リテンションタイムの偏差 1290 

Bio LC と 1290 LC（%）

製品 A 0.017 0.113 0.07

製品 B 0.015 0.118 0.19

不純物 1 0.050 0.211 1.53

不純物 2A 0.026 0.314 0.85

不純物 2B 0.020 0.539 0.76

不純物 3A 0.022 0.209 0.73

不純物 3B 0.021 0.378 0.67
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図 3. Agilent 1290 Infinity II Bio LC による、短い分析時間（メソッド B）での原料の LC 分離の拡大表示

表 6. メソッド B で分析した化合物のリテンションタイムと面積精度

種 リテンションタイム（分） リテンションタイム RSD（%） 面積の RSD（%）

製品 A 5.30 0.042 0.180

製品 B 5.48 0.40 0.185

不純物 1 2.43 0.115 0.214

不純物 2A 3.86 0.079 0.557

不純物 2B 3.96 0.066 0.986

不純物 3A 4.03 0.065 0.355

不純物 3B 4.16 0.059 0.301



結論

ホスホロアミダイトに基づく DNA 合成技術は 
1980 年代から活用されていますが、分析に
関連する課題の効率化は今でも重要な課題で
す。このアプリケーションノートでは、Agilent 
1290 Infinity II Bio LC とフレキシブルポンプ
を用いることで、プロセス開発および品質管
理環境において、5'-DMT-デオキシアデノシン 
3'-ホスホロアミダイト構成要素の真正な原料
の不純物を確実に分析できることを示しまし
た。Agilent 1290 Infinity II Bio フレキシブル
ポンプの汎用性と高性能に、1290 Infinity II 
Bio LC システム全般のイナート仕様の流路
を組み合わせることで、優れたリテンションタ
イムと面積精度を達成し、シームレスなメソッ
ド互換性を確認できました。この結果より、
1290 Infinity II Bio LC システムは、困難な
生体分子の分析に将来性のある選択肢である
ことがわかりました。 
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概要

新しい Agilent 1260 Infinity II Prime Bio LC システムは、クォータナリポンプと 80 MPa の圧力定格
を備えており、多くのアプリケーションに対応しています。適合するアプリケーション範囲は、低分子を
利用した逆相 LC と、天然タンパク質および核酸アプリケーションを含む生体分子です。Agilent 1260 
Infinity II Prime Bio LC は、鉄をまったく含まない堅牢性と多用途性に優れた液体クロマトグラフィー
システムであり、同等のステンレスベースの Agilent 1260 Infinity II Prime LC システムと同様の性能
を発揮します。 

イソクラティック、高速グラジエント、緩やかなグラジエントアプリケーションを使用して、ポンプの混合
精度とメソッドの互換性に関する性能比較を行いました。どちらのシステムでも、すべてのアプリケーショ
ンで高い再現性が見られました。イソクラティックアプリケーションと高速グラジエントアプリケーション
では優れたメソッドの互換性が見られました。一方、緩やかなグラジエントメソッドでは、ある程度の調
整が必要です。これは、移動相の組成の小さい変化が、サンプル成分のリテンションタイム（RT）に大
きく影響するためです。

性能比較による LC メソッドの互換性の判別

Agilent 1260 Infinity II Prime LC システムと  
Agilent 1260 Infinity II Prime Bio LC システムの比較検討
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はじめに

（U）HPLCでタンパク質や核酸などの生体分
子をサンプルとして使用するアプリケーショ
ンの数は増え続けています。これに伴い、LC 
ハードウェアの利便性と堅牢性に関する懸念
も高まっています。特に移動相として使用され
る高塩濃度バッファや、塩酸、水酸化ナトリウ
ム、尿素などの強い定置洗浄溶媒については、
この傾向が顕著です。このためバイオアプリ
ケーションでも標準的な逆相アプリケーション
でも、このような分析条件と洗浄条件に耐え
られ、最大限の性能を実現する堅牢で信頼性
の高い機器が求められています。

1260 Infinity II Prime Bio LC システムは、
主要な溶媒送液モジュールである 80 MPa の
クォータナリポンプで構成される汎用システム
ファミリの 1 つです。標準的な逆相アプリケー
ションの分野でこれに相当するのが、1260 
Infinity II Prime LC システムです。どちらのシ
ステムも性能仕様は同じです。

メソッドの互換性は、旧バージョンの Agilent 
LC システムの代わりとして LC 機器の新規
購入を検討しているお客様にとって、重要な
判断材料となります。両方の 1260 Infinity 
II Prime システムの性能仕様は同じであるた
め、通常はメソッドの互換性があります。

この技術概要では、鉄を含まないイナート
仕様の 1260 Infinity II Prime Bio LC シス
テムと、ステンレス（SST）ベースの 1260 
Infinity II Prime LC システムのポンプ性能を、
さまざまなアプリケーション（イソクラティッ
ク、高速グラジエント、緩やかなグラジエント
モードなど）で比較しています。

実験方法

装置
次のモジュールで構成される Agilent 1260 
Infinity II Prime Bio LC システム：

 – Agilent 1260 Infinity II Bio フレキシブル
ポンプ（G7131C）

 – Agilent 1290 Infinity II Bio マルチサンプ
ラ（G7137A）、サンプルサーモスタット 
付き（オプション #101）

 – Agilent 1290 Infinity II マルチカラム 
サーモスタット（G7116B）、イナート仕様
の標準フロー熱交換器付き 

 – Agilent 1290 Infinity II DAD（G7117B）、
イナート仕様の InfinityLab Max-Light 
カートリッジセル付き、10 mm

Agilent 1260 Infinity II Prime LC システム
には次のモジュールが含まれます。

 – Agilent 1260 Infinity II フレキシブル 
ポンプ（G7104C）

 – Agilent 1290 Infinity II マルチサンプラ 
（G7167B）とサンプルサーモスタット 
（オプション #101）

 – Agilent 1290 Infinity II マルチカラム 
サーモスタット（G7116B） 

 – Agilent 1290 Infinity II DAD（G7117B）

ソフトウェア
Agilent OpenLab CDS バージョン 2.5 以降

カラム
 – イソクラティックメソッド：

Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18、 
4.6 × 150 mm、5 µm（p/n 959993-
902）

 – 高速グラジエントメソッド：Agilent 
InfinityLab Poroshell 120 EC-C18、 
2.1 × 50 mm、2.7 µm（p/n 699775-
902）

 – 緩やかなグラジエントメソッド：
Agilent InfinityLab Poroshell 120  
SB-C18、2.1 × 150 mm、2.7 µm 
（p/n 683775-902）  

試薬
すべての溶媒は LC グレードを使用しました。
超純水は、0.22 µm メンブレンユースポイント
カートリッジ（Millipak、Merck-Millipore、ビ
レリカ、マサチューセッツ州、米国）を備えた 
Milli-Q Integral システムで精製しました。ア
セトニトリル、Lichrosolv およびメタノール、
Lichrosolv は VWR International 社 （ダル
ムシュタット、ドイツ）から購入しました。

サンプル
 – Agilent イソクラティックサンプル 
（p/n 01080-68704）

 – Agilent RRLC 混合物（p/n 5188-6529）

 – 霊芝子実体の乾燥抽出物（USP 標準物
質、カタログ番号 1288372）霊芝子実
体の乾燥抽出物 15.5 mg を 7.75 mL の 
MeOH で溶解し、ボルテックスしてから超
音波処理しました。真空濃縮器で約 4 倍
に濃縮した後に、0.22 µm のシリンジフィ
ルタで遠心分離およびろ過し、最終サンプ
ル溶液を作りました。
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メソッド

イソクラティックメソッド

表 1. イソクラティックメソッドの条件

パラメータ 設定値

溶媒

A）水 
B）アセトニトリル（ACN） 
C）ACN 
D）水

グラジエント
イソクラティック、65 % B（チャネル A/B）または 65 % C（チャネル C/D） 
ストップタイム：20 分 
ポストタイム：オフ

ポンプ設定
最小ストローク：自動 
圧縮率：60 × 10–6/bar 
第 1 チャネル：自動

流量 1.000 mL/min

温度 40 ℃

検出
254 nm 
10 Hz

注入
注入量：5 µL 
サンプル温度：10 ℃ 
ニードル洗浄：ACN/水（50/50）で 3 秒

表 2. 高速グラジエントメソッド条件

高速グラジエントメソッド

パラメータ 設定値

溶媒
A）水 
B）ACN

グラジエント

0 分 20 % B 
5 分 90 % B 
ストップタイム：6 分 
ポストタイム：3 分 

ポンプ設定
最小ストローク：自動 
圧縮率：55 × 10–6/bar 
第 1 チャネル：自動

流量 1.000 mL/min

温度 40 ℃

検出
245 nm 
40 Hz

注入
注入量：5 µL 
サンプル温度：10 ℃ 
ニードル洗浄：ACN/水（50/50）で 3 秒

表 3. 緩やかなグラジエントメソッド条件

緩やかなグラジエントメソッド

パラメータ 設定値

溶媒
A）0.075 % リン酸水溶液 
B）ACN

グラジエント

0 分 20 % B 
3 分 26.5 % B 
34 分 26.5 % B 
52 分 38.5 % B 
54 分 100 % B 
ストップタイム：55 分 
ポストタイム： 15 分 

ポンプ設定
最小ストローク：自動 
圧縮率：50 × 10–6/bar 
第 1 チャネル：自動

流量 0.400 mL/min

温度 30 ℃

検出
257 nm 
20 Hz

注入
注入量：5 µL 
サンプル温度：10 ℃ 
ニードル洗浄：ACN/水（50/50）で 3 秒
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結果と考察

イソクラティックメソッド
このアプリケーションでは、移動相を混合して
正確、安定的、かつ精密にイソクラティックサ
ンプルの成分を分離するためのポンプの機能
を調査しました。イソクラティックサンプルを 
10 回注入し、再現性とメソッドの互換性をテ
ストしました。最初のシーケンスは溶媒チャネ
ル A/B、2 番目のシーケンスは C/D で実行し
ました。これらの溶媒チャネルは移動相の混
合用の溶媒ラインとして使用しました。各シー
ケンスからの最後の 7 回の連続クロマトグラ
ムを評価に使用しました（図 1）。 

同じメソッドを、両方のシステムで実行しまし
た。対応するクロマトグラムを重ねて表示する
と、両方のシステムのどちらのチャネルの組み
合わせでも、ピークリテンションタイムの再現
性が非常に高いことがわかります。ピーク形
状のわずかな違いは、機器の小さな差異によ
るものです。 

イソクラティックサンプル、チャネル A/B

イソクラティックサンプル、チャネル C/D

Agilent 1260 Infinity II 
Prime Bio LC システム

Agilent 1260 Infinity II 
Prime LC システム
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図 1. Agilent 1260 Infinity II Prime LC システムと Agilent 1260 Infinity II Prime Bio LC システムでの、 
イソクラティックサンプルの各シークエンス最後 7 回のクロマトグラフィー分析の重ね表示。 
（A）チャネル A/B のデータ、（B）チャネル C/D のデータ
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いずれのシステムでも、溶媒組成の精度仕様
は RSDが  <0.15 %、または SD が 0.02 分
の（いずれか大きい方）と定義されています。
表 4 に、イソクラティックサンプルの成分の所
定のリテンションタイムにおける組成精度の 
RSD 値を示します。どのような溶媒チャネル
の組み合わせを使用しても、高いポンプ性能
を確認できました。メソッドの互換性が非常に
優れており、 RT 偏差は ±1 % 範囲を大幅に
下回りました。これは、2 つの機器の性能が同
程度であることを示しています。

高速グラジエントメソッド
UHPLC メソッドの一般的な特長は、高背圧で
動作する微粒子カラムを用いた、高速で勾配
の大きい溶媒組成グラジエントです。この場合
は、20 % B～ 90 % B の範囲の 5 分間のグ
ラジエントと、6 分間の分析時間を適用しまし
た。両システムで生成された 7 つの UV トレー
スを重ねて表示すると、ポンプの混合精度の
再現性が非常に高いことがわかります（図 
2、表 5）。

溶出時間が遅いピークでは特に、2 つのシス
テム間のリテンションタイムが異なることが
わかります。ただし、2 つの機器間の溶出サ
ンプル成分のリテンションタイムの相対偏差
（%RT）は 2 % を大きく下回っており、メソッ
ドの互換性が高いことがわかります。

表 4. 両方の溶媒チャネルのメソッドの互換性とリテンションタイム（RT）の精度の評価。両方の LC システムで  
7 回のサンプル注入を実行し、その RT 平均値を使用しました。メソッドの互換性については、Agilent 1260 Infinity 
II Prime LC システムの値をリファレンスとして使用しました。 

RRLC サンプル

Agilent 1260 Infinity II 
Prime Bio LC システム

Agilent 1260 Infinity II 
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図 2. Agilent 1260 Infinity II Prime LC システムと Agilent 1260 Infinity II Prime Bio LC システムでの、 
RRLC サンプルの 7 回のクロマトグラフィー分析の重ね表示

表 5. RRLC サンプルによるメソッドの互換性とリテンションタイム（RT）の精度の評価。両方の LC システムで  
7 回のサンプル注入を実行し、その RT 平均値を使用しました。メソッドの互換性の推定値の場合は、 
Agilent 1260 Infinity II Prime LC システムの値をリファレンスとして使用しました。 

化合物 ID 
RRLC サンプル

リテンションタイム 
Agilent 1260 Infinity II  
Prime LC システム（分）

RT  
%RSD

リテンションタイム  
Agilent 1260 Infinity II  

Prime Bio LC システム（分）
RT  

%RSD

RT  
偏差 
（分）

RT  
偏差 
（%）

1 0.3604 0.5275 0.3593 0.0766 0.0012 -0.3233

2 0.8738 0.3954 0.8625 0.0578 0.0113 -1.2879

3 1.5150 0.3013 1.4900 0.0514 0.0250 -1.6513

4 2.0798 0.2418 2.0486 0.0252 0.0312 -1.5021

5 2.3447 0.1989 2.3117 0.0327 0.0331 -1.4106

6 2.5960 0.1765 2.5610 0.0238 0.0350 -1.3463

7 3.0619 0.1427 3.0236 0.0617 0.0384 -1.2531

8 3.4828 0.1268 3.4395 0.0684 0.0434 -1.2448

9 3.8720 0.1170 3.8227 0.0369 0.0492 -1.2719

溶媒 
チャネル

リテンションタイム 1260 
Agilent Infinity II Prime 

LC システム（分）
RT %  
RSD

リテンションタイム 1260 
Agilent Infinity II Prime 

Bio LC システム（分）
RT %  
RSD RT 偏差（分） RT 偏差（%）

A/B 2.1533 0.0408 2.1487 0.0164 0.0046 -0.2134

A/B 3.0430 0.0361 3.0431 0.0771 0.0000 0.0012

A/B 6.1627 0.0226 6.1780 0.0417 -0.0153 0.2478

A/B 13.0088 0.0236 13.0808 0.0235 -0.0720 0.5537

C/D 2.1579 0.0536 2.1494 0.0385 0.0085 -0.3920

C/D 3.0534 0.0632 3.0435 0.0523 0.0099 -0.3244

C/D 6.1957 0.0349 6.1791 0.0380 0.0165 -0.2668

C/D 13.1101 0.0190 13.0814 0.0232 0.0287 -0.2191
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緩やかなグラジエントメソッド
3 つ目のアプリケーションでは、分離にかなり
緩やかなグラジエントを必要とする複雑なサ
ンプルを分析しました。霊芝子実体の抽出物
は、USP（USP、ロックビル、メリーランド州、
米国）が標準試薬として提供しているトリテル
ペノイドが豊富な抽出物です。分離メソッドは 
USP が公開しているクロマトグラフィーメソッ
ドに基づいており1、取得したピークの割り当
ては、霊芝子実体の乾燥抽出物のロット証明
書 F012B0（USP カタログ番号 1288372）
に従って実行しました。2図 3 のとおり、両方
のシステムで、移動相の高い組成精度と、サン
プルの溶出パターンの一致が見られました。

ただし、特にメソッド中のイソクラティックホー
ルドステップでは、リテンションタイムのシフト
が見られました（図 3）。この詳細は表 6 を参
照してください。いくつかのピークのリテンショ
ンタイムの偏差が 5 % を超えています。つま
り、この特定のメソッドでは、前の 2 つのアプ
リケーションよりもメソッドの互換性が低いと
いうことです。

RT 偏差が大きくなる根本原因をさらに評価す
るため、メソッドを少し変更し、B のイソクラ
ティックホールドステップが元のメソッドの ±
0.2 % になるように調整しました。これで、2 
つのポンプ間のわずかな組成精度の違いによ
る、分離化合物のリテンションタイムの変化を
シミュレーションしました。その結果は規定の
性能範囲内（±0.4 %）に収まっていました。  
図 4 のとおり、非常に小さな組成の変化によっ
て、溶出ピークのリテンションタイムシフトが
大きくなります。つまり、メソッドは組成の変
化に対する感度が非常に高いため、2 つのポ
ンプ間の組成精度の違いが結果に大きく影響
するということです。メソッドの互換性の試験
においては、通常、この効果を考慮する必要
があります。 

図 3. Agilent 1260 Infinity II Prime LC システムと Agilent 1260 Infinity II Prime Bio LC システムにおける、 
霊芝子実体の抽出物の分離の 7 回のクロマトグラフィー分析の重ね表示。ピークの割り当ては前述のとおりです。
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図 4. イソクラティックホールドステップの小さな変化がリテンションタイムに与える影響。 
イソクラティックホールドステップは ±0.2 % B で修飾しました。Agilent 1260 Infinity II Prime Bio LC システム
の結果を示します。緑色：26.5 % B イソクラティックホールドステップ（元）、青色：26.3 % B、マゼンタ：26.7 % B
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結論

この技術概要では、3 種類のアプリケーショ
ンを実行して、新しい Agilent 1260 Infinity 
II Prime Bio LC システムと標準のステンレス
ベースの Agilent 1260 Infinity II Prime LC 
システムの性能を比較しました。3 つのアプリ
ケーションすべてにおいて各システムの再現性
が優れており、イソクラティックメソッドと高速
グラジエントメソッドの互換性が高いことがわ
かりました。リテンションタイムの偏差は、対
応する溶出化合物のリテンションタイムに対し
て ±2 % 未満でした。 

（長時間のイソクラティックホールドステップを
含む）緩やかなグラジエントで構成される 3 
つ目のアプリケーションでは、溶出化合物数
の RT 偏差が大きくなりました。この結果、シ
ステム間の移動相組成のわずかな違いが、大

表 6. Agilent 1260 Infinity II Prime LC システムと Agilent 1260 Infinity II Prime Bio LC システムの間の 
リテンションタイムの偏差の計算。1260 Infinity II Prime LC システムのリテンションタイムは、偏差の計算の 
リファレンスとして使用できます。各機器の RT 精度はこれに従って表示されます。RT と RT %RSD の各値は、 
7 回の測定の平均です。 

化合物 ID  
霊芝の抽出物

リテンションタイム 
Agilent 1260  

Infinity II Prime LC  
システム（分）

RT  
%RSD

リテンションタイム 
Agilent 1260  

Infinity II Prime Bio LC 
システム（分）

RT  
%RSD2

RT  
偏差 
（分）

RT  
偏差 
（%）

1. ガノデリン酸 C 9.6596 0.1357 9.9924 0.0111 -0.3327 3.4446

2. ガノデリン酸 C 10.8330 0.1216 11.2505 0.0112 -0.4176 3.8546

3. ガノデリン酸 G 13.9869 0.0977 14.5709 0.0123 -0.5839 4.1749

4. ガノデリン酸 B 14.7444 0.0811 15.4070 0.0138 -0.6627 4.4943

5. ガノデリン酸 B 15.9688 0.0868 16.7174 0.0136 -0.7486 4.6878

6. ガノデリン酸 A 23.0435 0.1056 24.2967 0.0136 -1.2532 5.4386

7. ガノデリン酸 H 23.5823 0.1021 24.9284 0.0082 -1.3461 5.7080

8. ガノデリン酸 D 30.0558 0.0992 31.7005 0.0223 -1.6447 5.4721

9. ガノデリン酸 D 34.2341 0.1031 36.1752 0.0187 -1.9411 5.6700

10. ガノデリン酸 F 45.1035 0.0405 45.9687 0.0108 -0.8652 1.9182

きな偏差につながりうることがわかりました。
組成精度の仕様内の性能を持つポンプでも、
RT シフトが 5 % を超える場合があります。こ
れは、メソッドの互換性を評価するためには、
適切なメソッドを使用することが重要であるこ
とを示しています。
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