
Agilent 1260 Infinity バイオイナート
クォータナリ LC システムを用いた
ペプチドマッピング、SEC、IEX による
治療用タンパク質の物理化学的分析

概要
新しい Agilent 1260 バイオイナートクォータナリ LC システムを用いて、治療用タン
パク質 P128 を分析するための高感度/高速 LC メソッドを開発しました。サブ 2-µm
カラム技術を用いて、最適化したペプチドマップを作成し、P128 の分析時間を短縮し
ました。新しい Agilent Bio-HPLC カラムを用いて、サイズ排除クロマトグラフィ (SEC)
とイオン交換クロマトグラフィ (IEX) をおこない、タンパク質前処理において生じる
可能性のある不純物やアイソフォームを検出しました。バイオ不活性および耐腐食性
を備えた機器と、簡単で再現性の高いメソッドを組み合わせたこのソリューション
は、QA/QC ラボのルーチン分析に最適です。
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はじめに
医薬品開発のあらゆる段階では、医薬品
の安全性や効果を確認するために、治療
用タンパク質の詳細な物理化学的分析が
求められます。一般に、タンパク質医薬
品の属性や完全性の証明には、ペプチド
マッピング、SEC、IEX といった複数の (LC
ベースの) アッセイが用いられます。P128
は、整数質量 28 kDa の抗ブドウ球菌タン
パク質です。E coli で組み換えにより発現
します。このアプリケーションノートで
は、P128 のトリプシン消化で生じたペプ
チドの逆相クロマトグラフィによる分離
と、新しいバイオ LC カラムを用いた IEX
および SEC による構造変異型の同定にお
いて、Agilent 1260 バイオイナートクォー
タナリ LC システムの適合性を実証して
います。

実験手法
完全なバイオ不活性を備えたバイオ分析
対応の Agilent 1260 Infinity バイオイナー
トクォータナリ LC システムを使用しま
した。最大圧力は 600 bar で、以下のモ
ジュールで構成されています。

• Agilent 1260 バイオイナート
クォータナリ LC ポンプ (G5611A)

• Agilent 1260 バイオイナート
高性能オートサンプラ (G5667A)

• Agilent 1200 シリーズサーモスタット
(G1330B)

• Agilent 1260 カラムコンパートメント、
バイオイナートクリックイン加熱エレ
メントを搭載 (G1316C オプション 19)

• Agilent 1260 DAD、Max-Light 60 mm、
高感度フローセルを搭載 (G4212B オプ
ション 33)

• ソフトウェア : ChemStation B.04.02

サンプルパスには金属コンポーネントが
一切使われていないため、サンプルが金
属表面に接触することはありません。溶
媒送液でも、ステンレススチールや鉄の
コンポーネントは使われていません。

化学物質と試薬
P128 を GangaGen Biotechnologies Pvt.
Ltd. から入手しました。トリス塩基、尿素、
DTT、ヨードアセトアミドを Sigma Aldrich
から購入しました。トリフルオロ酢酸、
リン酸水素二ナトリウム、リン酸水素ナ
トリウム、塩化ナトリウムを Fluka から購
入しました。アセトニトリル (LiChrosolv)
と Millipore 水を用いて、移動相を調製し
ました。

ペプチドマッピング
サンプル前処理
タンパク質を尿素の存在下で DTT により
還元し、ヨードアセトアミドによりアル
キル化しました。希釈したサンプルを限
外ろ過したのち、トリスバッファ (pH 7.6)
中でトリプシンにより一晩消化しました。
消化中、酵素と基質の比率は 1:20 を維持
しました。10 % ギ酸溶液 1 µL を添加し、
酵素活性を抑制しました。真空濃縮によ
りサンプルを乾燥させ、0.25 M トリスバッ
ファ (pH 7.6) 100 µL に再溶解しました。

クロマトグラフィ条件
カラム
カラム 1 : Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 3.0 mm × 100 mm、1.8 µm

(p/n 959758-302)
カラム 2 : Agilent Poroshell 120 EC-C18 3.0 mm ×150 mm、2.7 µm

(p/n 693975-302)

LC メソッド
注入量 : 2 µL
移動相 A : 2 % ACN と 0.1 % TFA を含む水

移動相 B : 100 % ACN と 0.08 % TFA
流速 : 0.2 mL/min 0.4 mL/min

分 %B 分 %B
0 2 0 2
9 15 4.5 15
60 45 30 45
63 – 64.5 80 31.5 – 32.25 80
66 – 81 2 33 – 40.5 2
0.6 mL/min 0.8 mL/min
分 %B 分 %B
0 2 0 2
3 15 2.25 15
20 45 15 45
21 – 21.5 80 15.75 – 16.12 80
22 – 27 2 16.5 – 20.25 2

UV 検出 : 230 nm/4 nm、リファレンス : 400/60 nm 
(214、240、260、280 nm でもデータを採取)
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サイズ排除クロマトグラフィ
カラム
カラム 1 : Agilent Bio-SEC-3、3 µm、300 Å、7.8 mm × 300 mm (p/n 5190-2511)

カラム 2 : Agilent Bio-SEC-5、5 µm、300 Å、7.8 mm × 300 mm (p/n 5190-2526)

カラム 3 : ブランド A SEC-5、5 µm、300 Å、7.8 mm × 300 mm

LC メソッド
注入量 : 1 µL

移動相 A : 150 mM 塩化ナトリウムを含む 150 mM リン酸ナトリウム (pH = 7.0) 

流速 : 1 mL/min

UV 検出 :  220 nm/4 nm リファレンス : オフ (230、280 nm でもデータを採取)

イオン交換クロマトグラフィ
サンプルを限外ろ過により脱塩し、20 mM リン酸ナトリウム (pH=6) に抽出しました。

カラム
カラム 1 :  Agilent Bio MAb NP 5、PK、4.6 mm × 250 mm、5 µm (p/n 5190-2407)

カラム 2 :  Agilent Bio MAb NP 10、PK、4.6 mm × 250 mm、10 µm (p/n 5190-2415)

カラム 3 : ブランド B WCX-10、4.0 mm × 250 mm、10 µm

LC メソッド
注入量 : 2 µL

移動相 A : 20 mM リン酸ナトリウム (pH = 6.0)

移動相 B : 1.0 M 塩化ナトリウムを含む 20 mM リン酸ナトリウム (pH = 6.0)

流速 : 0.5 mL/min
分 %B
0 10
35 35
36 10
45 10

UV 検出 : 220 nm/4 nm、リファレンス : オフ
(220、230、240、280 nm でもデータを採取)
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結果と考察

ペプチドマッピング
一般に、タンパク質医薬品の属性の証明
には、ペプチドマッピングが用いられま
す。ペプチドマップの作成では、治療用
タンパク質のタンパク質分解ののちに、高
分離能逆相 HPLC をおこないます。分析
の目的は、すべてのタンパク質フラグメ
ントをクロマトグラフィ分離および検出
し、完全な配列包括度を得ることです。
分析するサンプルが数百もの化合物を含
む複雑なものであるため、ペプチドマッ
ピングには、きわめて長い時間がかかり
ます。医薬品開発の初期段階では、検出
テクニックとして質量分析を用いて、す
べてのペプチドフラグメントを同定しま
す。QA/QC の後期では、UV 検出による
ペプチドプロフィールの確認がもっとも
一般的です。バイオ不活性を備えた機器
は、疎水性ペプチドや金属表面に付着す
る傾向のあるタンパク質の分析において、
特に大きな効果を発揮します。

この研究では、26 kDa 組み換え発現 NBE
に関するデータを紹介します。このタン
パク質は、GangaGen Biotechnologies がヒ
ト治療用に開発しているバクテリオ
ファージタンパク質 P128 です。大型生体
分子の分析用に開発された Agilent 1260
Infinity バイオイナートクォータナリ LC
機器と Agilent Bio HPLC カラムを組み合
わせて、このタンパク質のペプチドマッ
ピング、SEC、イオン交換クロマトグラフィ
をおこないました。

UV ベースのペプチドマップは、組み換え
タンパク質医薬品の製造中や処理中に生
じる配列異常を検出するために、QA/QC
NBE 環境においてしばしば作成されます。

図 1 は、Agilent 1260 Infinity バイオイナー
トクォータナリ LC と以下の 2 つの逆相
カラムにより得られたペプチドマップを
示しています。

• Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 
3.0 × 100 mm、1.8 µm

• Agilent Poroshell 120 EC C18 
3.0 × 150 mm、2.7 µm

この例では、Agilent Eclipse Plus カラムの
ほうが、わずかに優れた分離能が得られ
ました。そのため、これ以降の分析では、
このカラムを使用しました。
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Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18

Agilent Poroshell 120 EC-C18

図 1
P128 消化物の分析。使用カラム a) Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 3.0 mm × 100 mm、1.8 µm、
b) Agilent Poroshell 120 EC C18 3.0 mm × 150 mm、2.7 µm。流速 0.6 mL/min、対応するグラジエント
を使用
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きわめて複雑な混合物では、できる限り
高い分離能が求められます。ペプチド
マッピングなどのこうした分析では、多く
の場合、分析時間がきわめて長くなりま
す。サブ 2-µm (STM) 粒子技術と UHPLC
機器を組み合わせれば、分離能を維持し
ながら、分析時間を大幅に短縮すること
ができます (図 2a – 2d)。
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図 2a–2d
Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 3.0 mm × 100 mm、1.8 μm カラムで異なるグラジエントと流速を用いた
P128 消化物の分析



6

特定の NBE の属性や完全性を証明し、規
制要件を満たす目的で治療用タンパク質
分析をおこなう場合、分析の堅牢性と再
現性がもっとも重要な要素となります。
Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 3.0 mm ×
100 mm、1.8 µm カラムと Agilent 1260 Infinity
バイオイナートクォータナリ LC を用い
て、5 回繰り返し注入をおこないました
(図 3 は、リテンションタイムとピーク面
積の優れた再現性を示しています)。

少量の不純物の検出には、高感度分析が
求められます。Max-Light フローセル技術
を搭載した Agilent 1260 Infinity DAD では、
旧タイプのフローセルを備えた Agilent
1260 Infinity DAD VL Plus の 10 倍の感度が
得られます (図 4)。この技術では、たとえ
ば、発現クローンの変異から修飾を検出
できます。また、貴重なサンプルの消費
量も少なくなります。60 mm Max-Light フ
ローセルを備えた Agilent 1260 Infinity
DAD (G4212B) では、Agilent 1260 Infinity
DAD VL Plus 検出器 (G1315C) に比べて、
10 倍も感度が向上しました。

b) Agilent 1260 Infintiy DAD VL Plus、
　10 mm フローセル

a) Agilent 1260 Infinity DAD、
　60 mm Max-Light フローセル

 分2 4 6 8 10 12 14 16

mAU

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

図 4
a) 60 mm Max-Light フローセル搭載 Agilent 1260 Infinity DAD と b) Agilent 1260 Infinity DAD VL Plus
(G1315C) を備えた Agilent 1260 Infinity バイオイナート HPLC システムと Agilent ZORBAX Eclipse Plus
C18 3.0 mm × 100 mm、1.8 μm カラムを用いた P128 消化物のクロマトグラムの重ね書き。
流速 0.6 mL/min、対応するグラジエントを使用

5 回繰り返し – 重ね書き
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図 3
Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 3.0 mm × 100 mm、1.8 μm カラムを用いた P128 消化物の 5 回繰り
返し分析の重ね書き。流速 0.6 mL/min、対応するグラジエントを使用
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Agilent SEC-3、3 µm、300 Å、7.8 mm × 300 mm

Agilent SEC-5、5 µm、300 Å、7.8 mm × 300 mm

ブランド A SEC-5、5 µm、300 Å、7.8 mm × 300 mm
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図 5
Agilent 1260 Infinity バイオイナートクォータナリ LC と異なる SEC カラムを用いた P128 治療用タンパク質
サンプルのサイズ排除クロマトグラフィ分析

サイズ排除クロマトグラフィ
タンパク質の完全性や、未変性コンホ
メーション中に二量体や多量体の形成が
ないことを証明する際には、UV 検出と組
み合わせたサイズ排除クロマトグラフィ
(SEC) が一般的な分析テクニックとして
用いられます。サイズ排除の欠点は、分
離能が低いことです。二次相互作用を最
小限に抑えながら、優れた分離能を得ら
れる小型粒子 SEC カラムは、不純物や多
量体形成を検出するための強力なツール
です。ペプチドマッピングと同じタンパク
質を用いて、SEC 分析をおこないました。
2 つの 5-µm 粒子カラムと 1 つの 3-µm 粒
子カラムの結果を比較しています。混合
物中に存在する第 2 の化合物は、Agilent
Bio-SEC 3-µm カラムでのみ検出されまし
た (図 5)。
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Agilent Bio MAb 5、4.6 mm × 250 mm

Agilent Bio MAb 10、4.6 mm × 250 mm

ブランド B WCX-10、4.0 mm × 250 mm
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図 6
Agilent 1260 バイオイナートクォータナリ LC システムと異なるカチオン交換カラムを用いた
P128 治療用タンパク質サンプルの弱カチオン交換クロマトグラフィ

イオン交換クロマトグラフィ
イオン交換クロマトグラフィは、製造ま
たは処理手順中に、末端リシン残基の酸
化や脱アミド、切断により生じる可能性
のある NBE の電荷変異体の分離に用い
られます。メインピークから塩基性およ
び酸性変異体を分離するためには、高い
分離能のほかに、表面の二次相互作用を
最小限に抑えることが求められます。
Agilent Bio Mab 5 および Bio Mab 10 カラ
ムと、同じ寸法の市販カラム (ブランド B)
を用いて、Agilent 1260 Infinity バイオイ
ナートクォータナリ LC システムで P128
タンパク質製剤の脱塩サンプルを分離し
ました。Agilent Bio Mab 5 カラムで、最高
のピーク形状と効率が得られました (図 6)。

結論
Agilent 1260 Infinity バイオイナートクォー
タナリ LC システムと Agilent Bio HPLC
カラムを組み合わせれば、治療用タンパ
ク質医薬品 P128 の物理化学特性分析に
おける強力で汎用性の高いメソッドが実
現します。治療用タンパク質分析用のア
ジレントのソリューションは、バイオ不
活性、優れた分離能、耐腐食性、高感度、
高速分離を実現します。


