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概要

サイズ排除クロマトグラフィー（SEC）と多角度光散乱（MALS）検出を組み合わせることにより、単
量体および凝集体タンパク質の正確で信頼性の高い分離と分子量（MW）測定が可能になります。
Agilent 1260 Infinity II 多角度光散乱検出器は複数の角度で散乱光の強度を測定できるため、Agilent 
1290 Infinity II Bio LC システムを組み合わせることで、バイオ医薬品の分析においてより正確な絶対
分子量（MW）を得ることができます。1290 Infinity II Bio LC は、まったく鉄を含まない流路と、SEC 
で使用されるような塩ベースの緩衝液に対する高い耐性を備えた、バイオクロマトグラフィーで使用さ
れる条件向けに特別に設計されています。 

Agilent 1260 Infinity II 多角度光散乱 
検出器を用いたモノクローナル抗体の  
SEC-MALS 分析
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はじめに

SEC は、モノクローナル抗体（mAb）のよ
うな生物製剤タンパク質の特性解析、特に 
MW、サイズ、凝集体比の評価に不可欠なツー
ルです。これらのパラメータを決定することは、
すべてのライフサイクルの段階を通して、製品
の特性解析と品質管理においてきわめて重要
です。凝集体やフラグメントの比率が高いこと
は、製品が不安定であることを示す重要な指
標となります。そのため、主生成物および潜在
的な分解生成物についての詳細な特性解析を
行うことは、バイオ医薬品の安全性にとって非
常に重要であり、規制機関から求められてい
る項目です。1

従来のタンパク質の SEC では、規定された 
MW の異なるタンパク質を含む標準混合物
を注入して、紫外（UV）検出器や示差屈折
率（RI）検出器などの濃度検出器で検出し、
カラムキャリブレーション（較正曲線）を得ま
す。SEC 分離を成功させるための重要な要
因は、静電相互作用や疎水性相互作用などの
「非特異的な」反応によって、タンパク質とカ
ラムが相互作用しないことです。カラムキャリ
ブレーションは溶出量に関係しているため、非
特異的な静電相互作用や疎水性相互作用が
存在すると、MW 測定が不正確になる可能性
があります。

従来の SEC に強力な MALS を追加すること
により、「非特異的な」カラム相互作用やカラ
ムにロードされたサンプルの量とは無関係に、
絶対 MW を測定できるようになります。光散
乱検出器は、カラムキャリブレーションなしで 
MW を測定できます。さらに、分子サイズが
レーザーの波長と比較して十分に大きい場合
は、MALS を使用して、回転半径（Rg）によ
る分子サイズに関する情報を得ることができ
ます。通常、この手法は、Rg が 10 nm を超
える分子（異方性散乱体とみなされる）で使
用されます。したがって、球状タンパク質のよ
うな等方性散乱体には適用されません。2、3

実験

機器
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）、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）、クイック 
コネクト標準フロー Bio 熱交換器
（G7116-60071）付き

 – Agilent 1290 Infinity II 可変波長検出器 
（G7114B）、Bio ミクロフローセル VWD、
3 mm、2 µL、RFID 付き（G1314-60189）

 – Agilent 1260 Infinity II 多角度光散乱 
検出器（G7885A）

注：このアプリケーションノートに示されてい
る測定はすべて、Agilent 1260 Infinity II バ
イオイナート LC システムなど、他の Agilent 
Bio LC ソリューションでも実行できます。

カラム
A g i l e n t   A d v a n c e B i o  S E C  3 0 0   Å、 
7.8 × 300 mm、2.7 µm（PL1180-5301）

ソフトウェア
この実験では、Agilent WinGPC ソフトウェア、
バージョン 1.0 を使用しました。それ以降の
バージョンも適用可能です。

試薬、溶媒、およびサンプル
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、リン酸水素二ナトリウム
七水和物、水酸化ナトリウムは Sigma-Aldrich
（シュタインハイム、ドイツ）から入手しまし
た。ウシ血清アルブミン（BSA）は Sigma-
Aldrich（セントルイス、ミズーリ州、米国）か
ら購入しました。MabThera（リツキシマブ）
は Medizone Germany GmbH（ミュンヘン、
ドイツ）から購入し、冷蔵庫で約 7 年間保管
しました。 

溶媒とサンプル前処理
15.22 g のリン酸二水素ナトリウムと 46.41 g 
のリン酸水素二ナトリウム七水和物を用いて、
2 L の 150 mM リン酸緩衝液を調製しまし
た。水酸化ナトリウム溶液を用いて pH 7 に
調整しました。調製したリン酸緩衝液を 0.2 
µm メンブレンフィルタで 3 回ろ過しました。
サンプルは、4 mm 再生セルロースメンブレ
ン、ポアサイズ 0.2 µm の Agilent Captiva プ
レミアムシリンジフィルタ（部品番号 5190-
5106）を用いてろ過しました。BSA は、調製
したリン酸緩衝液中で濃度 20 mg/mL にな
るように溶解しました。MabThera は、濃度 
10 mg/mL に調製しました。

注：生理学的 pH のリン酸緩衝溶媒は、細
菌や藻類が繁殖しやすいため、少なくとも
数日ごとに交換する必要があります。緩衝
液交換の合間には、汚染を防ぐために、LC 
を水/有機物混合液で洗浄する必要がありま
す。緩衝液塩の結晶化を防ぐため、分析後に
ポンプの流量を停止するのではなく、低流量
に設定する必要があります。

パラメータ 設定値

流量 0.6 mL/min

移動相
150 mM リン酸緩衝液、 
pH 7、3 回ろ過

注入量 5～20 µL

ストップタイム 22 分

ニードル洗浄
フラッシュポート、3 秒、 
水:イソプロパノール  
80:20（v:v）

オートサンプラ温度 8 ℃

カラム温度 30 ℃

DAD 検出
280 nm、ピーク幅  
> 0.05 分（10 Hz）

MALS 検出
セル温度 30 ℃、 
20 角で収集

表 1. メソッドパラメータ
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結果と考察

静的光散乱では、検出器のキャリブレーショ
ンや検出器間の遅延設定のために測定を 1 
回行うことが必要です。タンパク質の場合、
ここで選択される分子は多くの場合 BSA 
です。図 1 は、AdvanceBio SEC 300 Å、
7.8 × 300 mm、2.7 µm カラムでの BSA 単
量体、二量体、三量体、四量体、それ以上の
凝集体の分離結果を示しています。単量体と
凝集体の優れた分離が確認されました。BSA 
単量体は、キャリブレーションと検出器の設定
に使用しました。異なる凝集体種について計
算された値は、単量体の値のほぼ倍数で一
致することがわかりました。図 1 は、VWD の 
UV シグナル、および一般的にタンパク質分析
に使用される 90 °、1260 Infinity II MALS 検
出器で使用可能な最小角度（12 °）と最大角
度（164 °）での 3 つの代表的な MALS シグ
ナルを示しています。

分子が大きいほど、MALS 検出器の感度はよ
り高くなります。4 MALS はモル質量の影響を
受けやすい検出器であり、シグナル強度はサ
ンプルの濃度に依存しますが、モル質量にも
依存します。モル質量が高いほど、シグナル強
度は高くなります。一方で、UV 検出器のよう
な濃度検出器のシグナル強度は、測定波長に
おける吸光係数のようなサンプル定数ととも
に、サンプル濃度にのみ依存します。BSA の
高次凝集体は、UV シグナルでは強度が小さ
いですが、MALS シグナルでは明確に確認で
きます（図 2）。さらに、小さい角度のシグナ
ルは、BSA の大きい凝集体に対して最高の感
度を示します。

図 1. BSA の SEC MALS 分析結果。280 nm における VWD（青）、および 12 °（紫）、90 °（緑）、164 °（赤）の 
3 つの MALS 角度のシグナル。単量体、二量体、三量体、四量体、それ以上の凝集体の対応する MW の結果と 
ともに表示しています。
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図 2. BSA の SEC-MALS 分析結果 - 拡大図。280 nm における VWD（青）、および 12 °（紫）、90 °（緑）、 
164 °（赤）の 3 つの MALS 角度のシグナルから、分子サイズが大きくなるにつれて、MALS 対 UV 感度が 
高くなることがわかります。
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BSA 単量体のような純粋な単量体タンパク質
は、SEC クロマトグラムに単分散ピークを生
成し、規定された MW を持つ 1 種類の分子
が含まれています（図 3、ピーク限界内の平
坦な緑色のシグナル）。 

図 4A および 4B は、モノクローナル抗
体 MabThera（リ ツ キ シ マ ブ）の SEC-
MALS による特性解析結果を示しています。
MALS 分析により、単量体ピークの MW は 
144,000 Daであることがわかりました。こ
の ＭＷ は文献に記載されている値と一致し
ています。5 連続 10 回の MW 測定の再現性
は、相対標準偏差（RSD）が 0.139 % と優
れていました。図 4B は、凝集体とフラグメン
トを詳細に観察したものを示しており、二量
体以上の凝集体の測定が可能です。さらに、
103,400 Da のピークが検出されており、これ
は重鎖フラグメントの可能性があることを意味
します。メインピークのショルダー部は、単量
体ピークの質量として検出されました。 

図 3. 単分散ピーク（平坦な緑色のシグナル）を示す BSA 単量体（青色の UV シグナル）
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結論

20 角の MALS 検出器を使用することにより、
絶対モル質量を高精度で計算することが可能
になります。MALS 検出器は、特に高次のタ
ンパク質凝集体に対して UV 検出よりも高い
感度を示しており、従来の SEC に貴重な情
報を追加します。角度が小さいため、高分子
量の凝集体を高感度かつ高精度で測定する
ことができます。Agilent AdvanceBio SEC 
300 Å カラムの優れた分離能により、単量体、
二量体、それ以上の凝集体、mAb フラグメン
トを明確に分離することができるため、分離さ
れたピークの一意の MW 測定が可能になり
ます。 

Agilent 1290 Infinity II Bio LC システムと 
Agilent 1260 Infinity II 多角度光散乱検出器
を組み合わせることにより、完全に生体試料
に適合した流路が実現するため、高濃度の塩
を含む緩衝液を使用する測定条件や鉄反応性
サンプルを測定するといった、一般的には分
析困難な場合でも、信頼性の高い結果が得ら
れます。 

図 4. （A）MabThera（リツキシマブ）の SEC MALS 分析結果。UV（青）と 90 °における MALS シグナル（
緑）。単量体ピークの MW 測定結果は 144,000 Da でした。（B）凝集体とフラグメントの詳細の拡大図。
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