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概要

イオン交換クロマトグラフィーは、アデノ随伴ウイルス（AAV）の精製とその品質特性の分析において
非常に有用なツールです。この実験では、Agilent Bio SAX 強アニオン交換カラムを搭載した Agilent 
1290 Infinity II Bio LC を使用して、AAV-1 および AAV-6 サンプルの完全/空のカプシド比の測定につ
いて実証します。このメソッドは優れた直線性と再現性を示しており、Agilent 1290 Infinity II Bio LC が、
業界をリードする性能を備えた高度な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。

バイオイナート液体クロマトグラフによる 
アデノ随伴ウイルス 1 型および 6 型の 
血清型の完全/空のカプシド比の分析

Agilent Bio SAX 強アニオン交換カラム付の Agilent 1290 
Infinity II Bio LC が実現する優れた直線性と再現性
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はじめに

遺伝子組み換え型 AAV の製造時、大部分の
ウイルスカプシドには遺伝子ペイロードが含
まれていないため、「空」のカプシドと呼ばれ
ています。1空のカプシドは AAV 前処理の遺
伝子形質導入の効能を低下させるため2、規
制機関は特性解析が必要な工程内不純物で
あると考えています。3

この実験では、Agilent Bio SAX カラムと Agilent 
1290 Infinity II Bio LC を使用して、精製した 
AAV-1 および AAV-6 サンプルの完全/空のカプ 
シド比を測定しました。Agilent 1290 Infinity II 
Bio LC には、バイオイナートな流路が備えられ
ています。Agilent 非多孔質ポリスチレン/ジビ 
ニルベンゼン（PS/DVB）Bio SAX 強アニオン
交換 PEEK カラムと LC を組み合わせて、不要
な表面相互作用を最小限に抑えることにより、
生体分子の完全性を確保し、高分子アプリ
ケーション向けに最適化します。

実験方法

AAV 参照標準は、完全および空を多く含むサン
プルとして Vigene Biosciences から購入し
ました。化学物質はすべて、特に記載がない
限り、Sigma-Aldrich から購入しました。 

装置構成
この実験では、Agilent 1290 Infinity II Bio LC 
を 2 つの構成で使用しました（図 1）。LC に、
クォータナリフレキシブルポンプまたはハイ
スピードポンプを搭載しました。フレキシブル
ポンプは一度に 4 本の溶媒ラインに対応する
ことができ、メソッド開発時に前処理する必要
がある移動相の数を削減します。ハイスピード
ポンプは最高のミキシング効率と最小のディレ
イボリュームを兼ね備えており、優れたレベル
の感度と再現性を実現しています。どちらの
構成も高塩濃度による腐食に対する耐性を備
えており、最大 130 MPa の高背圧に耐える

ことができます。インラインの Agilent 1260 
Infinity II 蛍光検出器を使用して、比較的希
薄な AAV サンプルの分析に必要な高感度を
実現しました。

図 1. Agilent 1290 Infinity II Bio LC

クロマトグラフィー
PEEK ハードウェアの Agilent Bio SAX NP5 カラム
（2.1 × 50 mm、5 µm、部品番号 5190-2472）
を使用して、完全および空の AAV カプシドを
分離しました。表 1～ 3 に示す移動相および
グラジエント条件を使用して、塩グラジエント
溶出を実行しました。 

フレキシブルポンプメソッドでは、Agilent Buffer 
Advisor ソフトウェアを使用して、分析時に 
70 mM Bis-Tris プロパン、pH 9.0 を実現す
るのに必要な各移動相成分のパーセンテー
ジを測定しました。分析前に、AAV-1 および 
AAV-6 標準を、空を多く含むものまたは完全
を多く含むものとして個別に、または混合物と
して 50 mM Tris-HCl、pH 7.4 で希釈しまし
た。データの取り込みと分析は、表 4 に示す
積分設定を使用して Agilent OpenLab CDS 
ソフトウェアにより制御しました。

表 1. 移動相の組成

 フレキシブルポンプ ハイスピードポンプ

ポンプの種類 クォータナリ バイナリ

移動相の組成

A：脱イオン水 
B：1 M 塩化テトラメチルアンモニウム 
C：0.3 M HCl 
D：0.2 M Bis-Tris プロパン

A～ D は 2 mM MgCl2 を含む

A：70 mM Bis-Tris プロパン、pH 9.0
B：70 mM Bis-Tris プロパン +  

1 M 塩化テトラメチルアンモニウム、pH 9.0

A および B は 2 mM MgCl2 を含む

表 2. フレキシブルポンプのグラジエント条件

時間 %A %B %C %D
流量（mL/

min）

0 36.2 15 13.8 35 0.1

40 15.8 35 14.2 35 0.1

40.1 0.6 50 14.4 35 0.3

43 0.6 50 14.4 35 0.3

表 3. ハイスピードポンプのグラジエント条件

時間 %A %B 流量（mL/min）

0 85 15 0.1

25 72.5 27.5 0.1

25.1 0 100 0.3

28 0 100 0.3

表 4. Agilent OpenLab CDS 2.3 ソフトウェアの
積分設定

パラメータ 設定値

スロープ感度 0.02

ピーク幅 2

面積リジェクト 0.05

高さリジェクト 0.05

ショルダーモード タンジェント

タンジェントスキムモード ストレート

テールピーク/スキム高さ比 0.05

フロントピーク/スキム高さ比 0.05

スキム谷比 20

ベースライン補正モード クラシック

ピーク/谷比 500

ブランク減算 適合
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結果と考察

最初に、完全または空を多く含むサンプルから
同じ数のカプシドを注入することにより、AAV-1 
と AAV-6 の相対レスポンス係数を推定しまし
た。両方の血清型について、空のカプシドに対
する見かけのレスポンス比が約 1.2 となって
おり、完全なカプシドが空のカプシドより明る
いことがわかりました。この値は、AAV-6.2 に
ついて公表されているレスポンス比 1.3 とよく
一致しています。4

図 2 に示すように、フレキシブルポンプを使用
して、許容できる分解能（AAV-1 では R = 1.1、
AAV-6 では R = 1.3）により、混合サンプル中
の完全および空のカプシドを分離しました。
サンプル回収率は流量と負の相関があることが
わかりましたが（データは示していません）、
これは文献で報告された結果と一致していま
した。5したがって、分析グラジエント時には、
このメソッドでの流量を 0.1 mL/min という
低い値に維持しました。 

図 2. Agilent クォータナリフレキシブルポンプを使用した、完全および空のカプシドの混合物の分離
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このメソッドを、バイナリハイスピードポンプを
搭載した Agilent 1290 Infinity II Bio LC に
転送しました。比が異なる完全および空のカ
プシドの混合物を、3 日間にわたって繰り返し
注入することにより、分析の精度、直線性、およ
び再現性を評価しました。図 3 のクロマトグラ
ムの重ね表示に示されているように、完全お
よび空のカプシドピークのリテンションタイム
とピーク形状は、さまざまなカプシド比におい
て高い再現性を示しました。

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

LU

空
完全

空

完全

10 % 完全

40 % 完全

60 % 完全

14 % 完全

30 % 完全

50 % 完全

Time (min)

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

LU

Time (min)

AAV-1

AAV-6

図 3. Agilent バイナリハイスピードポンプを使用した、完全/空のカプシド比が異なる AAV-1 および AAV-6 
サンプルの分離
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前に示したように6、相対ピーク高は、相対ピー
ク面積と比較して、完全/空のカプシド比を正確
かつ堅牢に推定していることが示されました。
このような結果が得られたのは、ピークにある

程度のテーリングが存在したために、完全に
は分離されなかったからです。図 4 は、推定
量として相対ピーク高またはピーク面積を使
用した際の AAV-1 および AAV-6 の直線性と

精度の違いを示しています。相対ピーク高の
直線傾向線は原点に近づいており、R2 値が高く
なっていました。

図 4. 完全/空のカプシド比の推定量としての相対ピーク高および相対ピーク面積の比較。相対ピーク高（A および C）は、相対ピーク面積（B および D）と比較して、優れた
精度と直線性を示しています。
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図 5 に、メソッドの日内再現性を示します。
完全/空のカプシド比の相対標準偏差（RSD）
は、およそ 5～ 90 % の完全カプシドを含む
サンプルについて、AAV-1 で ≤ 10.1 %、AAV-6 
で ≤ 11.2 % でした。この結果は、メソッドが
幅広い直線範囲に対応していることを示して
います。許容できる RSD が 15 % 未満である
と仮定した場合、両方の血清型の定量下限は

完全なカプシドの ≤ 5 % でした。完全および
空のカプシドピーク両方のリテンションタイム
も非常に再現性が高く、テストしたすべてのサ
ンプルの両方の血清型について RSD ≤ 2.4 % 
でした。 
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図 5. 相対高の推定量およびピークのリテンションタイムの日内再現性



結論

この実験は、Agilent Bio SAX 強アニオン交
換カラムを搭載した Agilent 1290 Infinity II 
Bio LC を使用して、AAV-1 および AAV-6 
血清型の完全/空のカプシド比を正確に高い
再現性で測定できることを示しています。
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