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要約

アップストリームのワークフローが開発および改良されると、関連する分析法が最終的にダウンストリームに移管され

、プロセス開発がサポートされ、有効医薬品成分に関連する製品およびプロセス特性がルーチンでモニターされます。

バイオ医薬品の場合、モノクローナル抗体（mAb）に関連するチャージバリアントのモニタリングは、製品の安定性お

よびプロセスの⼀貫性を確⽴するために⾮常に重要です。この点で、分析法がダウンストリームに移管される際に、ア

ッセイ結果の⼀貫性維持が確保されることにより、適格性評価およびバリデーションの作業に費やす時間を節約できま

す。このアプリケーションノートでは、モノクローナル抗体（mAb）のイオン交換クロマトグラフィー（IEX）メソッ

ドを、Waters カラムカリキュレーターを使⽤して、アップストリームおよびダウンストリームの LC 構成の代表的な 

ACQUITY™ Premier システム（UPLC™）から Arc™ Premier システム（UHPLC）までスケーリングしました。この試

験の結果により、適切なスケーリングを⾏うことで、選択性およびピーク⾯積の割合でのクロマトグラフィー性能を維

持しつつ、分析法をダウンストリームのワークフローに移管できることが実証されています。

アプリケーションのメリット

ACQUITY Premier および Arc Premier システムで、pH グラジエントまたは塩グラジエントを使⽤して⼀貫した結

果が得られる

■

BioResolve™ SCX mAb カラムは、さまざまな⼨法で提供され、UPLC プラットホームおよび UHPLC プラットホー

ムにわたって IEX ワークフローに対応可能

■

BioResolve CX pH バッファー濃縮液により、調製にかかる時間とベンチで費やす時間が短縮され、頑健で再現性の

ある陽イオン交換分離が実現

■

Waters カラムカリキュレーターにより、最⼩限のユーザー⼊⼒での簡単な分析法スケーリングが提供される■
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はじめに

製薬企業では、通常複数のラボにわたって多種多様のクロマトグラフィー装置を導⼊して、バイオ医薬品の開発と製造

に対応しています。このダイナミックの⼀部として、分析法が頻繁に開発されて複数のラボにわたって移管され、理想

的には⼀貫した結果が得られます。ただし、複数のシステムにわたる流路の相違がシステム容量および分散に影響を及

ぼし、それが後続するクロマトグラフィー結果に影響する可能性があります。分離⼿法とは無関係にクロマトグラフィ

ー性能を維持するために、カラムの形状とシステムのデュエルボリュームの違いを考慮して、多数のパラメーターを適

切にスケーリングする必要があります（図 1）。⼿動でスケーリングする場合、これらの計算に時間がかかり、ミスが

発⽣しやすくなります。ウォーターズは、必要なユーザーによる⼊⼒が最⼩限に抑えられ、分析法のスケーリングプロ

セスが⾃動化された、カラムカリキュレーターバージョン 2.0 を提供しています。

これを実証するため、Waters カラムカリキュレーターを使⽤して、ACQUITY Premier システムで開発された IEX UPLC 

分析法をスケーリングし、Arc Premier システムでの UHPLC 分析法に移管しました。複数のシステムにわたって性能

を最適化するため、ウォーターズは、UPLC 装置⽤の内径 2.1 mm カラムと UHPLC 装置⽤の 4.6 mm カラムに、同じ 

BioResolve SCX mAb カラムパーティクルテクノロジーを提供しています。これらのカラム型式を使⽤することで、ス

ケーリングされた分析法は、分離性能を維持しながら移管されました。チャージバリアントの分離で普及しているため

、pH ベースのグラジエントと塩ベースのグラジエントの両⽅を評価しました。この研究では、ピーク⾯積の割合と相

対保持時間を指標として使⽤し、ダウンストリームのワークフローをサポートするためのアップストリームメソッドの

移管が正常に⾏われることが実証されています。

実験⽅法

塩化ナトリウム、MES ⼀⽔和物、MES 塩、カフェインは Sigma Aldrich から購⼊しました。インフリキシマブ製剤レ

ミケード™ は、Amerisource Bergen から購⼊し、製造者の指⽰に従って滅菌⽔を使⽤して 10 mg/mL になるように調

製し、そのまま注⼊しました。

ACQUITY Premier LC/UV の条件¹

LC システム： ACQUITY Premier システム（QSM バリアント）

検出： ACQUITY TUV、FC = Ti 5mm、λ = 214、280 nm
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バイアル： MaxPeak™ High Performance Surfaces を採⽤した 

QuanRecovery™ バイアル（製品番号：186009186）

カラム： BioResolve SCX mAb カラム、3 µm、2.1 × 100 

mm（製品番号： 186009056）

カラム温度： 40 ℃

サンプル温度： 10 ℃

注⼊量： 1 µL

流速： 0.100 mL/分

移動相 A： BioResolve CX pH 濃縮液 A（製品番号

：186009063）

または 20 mM MES バッファー、pH 6.7

移動相 B： BioResolve CX pH 濃縮液 B（製品番号

：186009064）

または 200 mM NaCl 含有 20 mM MES バッファー、

pH 6.7

クロマトグラフィーソフトウェア： Empower 3、FR4

Arc Premier LC/UV の条件

LC システム： Arc Premier システム（QSM バリアント）

検出： 2489 UV/Vis 検出器、光路⻑ 10 mm、λ = 214 nm、

280 nm

QuanRecovery バイアル、MaxPeak High 

Performance Surfaces 付き （製品番号

バイアル：
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：186009186）

カラム： BioResolve SCX mAb カラム、3 µm、4.6 × 100 mm 

（製品番号： 186009060）

カラム温度： 40 ℃

サンプル温度： 10 ℃

注⼊量： 4.8 µL

グラジェント開始時間 - 注⼊後： 785 µL

流速： 0.480 mL/分

移動相 A： BioResolve CX pH 濃縮液 A（製品番号

：186009063）

または 20 mM MES バッファー、pH 6.7

移動相 B： BioResolve CX pH 濃縮液 B（製品番号

：186009064）

または 200 mM NaCl 含有 20 mM MES バッファー、

pH 6.7

クロマトグラフィーソフトウェア： Empower 3、FR4
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ACQUITY Premier グラジエント（BioResolve CX pH 濃縮液）

Arc Premier グラジエント（BioResolve CX pH 濃縮液）
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ACQUITY Premier グラジエント（20 mM MES バッファー、pH 6.7）

Arc Premier グラジエント（20 mM MES バッファー、 pH 6.7）

結果および考察

創薬から市販薬まで、医薬品のライフサイクル全体を通じて、分析法は特性解析ラボから製造ワークフローおよび品質

管理ワークフローまで、ダウンストリームに移管されます。理想的には、ダウンストリームの分析法では、以前に開発

された分析法で⽣成された履歴データと同等の結果が得られる必要があります。ダウンストリームのワークフローでは

、製造および品質管理に対応する装置は、分析法条件に対してより寛⼤であるように設計されており、頑健性を⾼める
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ためにチューブやカラムの内径が⼤きい傾向があります。図 1 に⽰されているように、分析法をダウンストリームに正

常に移管するには、これらの違いを考慮していくつかのパラメーターを検討する必要があります。Waters カラムカリ

キュレーターにより、最⼩限のユーザー⼊⼒でこれらの計算を⾃動化できます。⽰されているパラメーターのうち、デ

ュエルボリュームオフセットのみが個々のシステムによって異なり、実験的に決定する必要があります。

図 1.  分析法を適切にスケーリングするために検討する必要があるパラメーター

この試験では、ACQUITY Premier システムおよび Arc Premier システムについて、図 2 に記載されている条件に従っ

て、システムデュエルボリュームを決定しました2。 デュエルボリュームの結果、およびカラムサイズと ACQUITY 

Premier システムグラジエント条件を Waters カラムカリキュレーターに⼊⼒しました（図 3）。複数の Premier シス

テムの間でカラム⼨法が異なるため、カラムカリキュレーターにより、流速と注⼊量を適切にスケーリングして、同⼀

のカラム負荷量とカラム容量を維持しました。カラムカリキュレーターにより、システム間のデュエルボリュームの違

いに基づいて、移管された Arc Premier システムに 785 µL のアイソクラティックホールドが推奨され、ACQUITY 

Premier システムで観測された保持時間は⼀致しました。これらのスケーリングした条件を、図 3 の分析法パラメータ

ーとして⼊⼒しました。
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図 2.  検出器のレスポンスとプログラムしたグラジエントの差を計算することによる、デュエルボリュームの測定。移

動相 A：⽔、移動相 B：10 mg/L カフェイン⽔溶液、波⻑：273 nm。
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図 3.  スケーリングされたパラメーターおよびシステムデュエルボリュームの違いの装置メソッドへの組み込み

 

この研究で移管した分析法は、BioResolve CX pH 濃縮液と BioResolve SCX mAb カラムを使⽤した IEX ベースの分析

法でした。これらの BioResolve pH 濃縮液は、BioResolve SCX mAb カラムなどの IEX ベースのカラムを使⽤する場

合に、チャージバリアントの最適な分離を得るため、再現性のある直線的な pH グラジエントを提供するように設計さ

れています。元の分析法とスケーリングした分析法で、同じ分解能（⻑さ/粒⼦径⽐）が維持され、内径が異なる、2 種

類の BioResolve SCX mAb カラムを使⽤しました。mAb ベースの医薬品のレミケードを、元の分析法とスケーリング

した分析法（デュエルボリュームの調整あり/なし）を使⽤して分析しました（図 4）。どちらの場合も、5 回繰り返し

注⼊の保持時間の %RSD は 1% 未満で、BioResolve カラムテクノロジーの再現性が実証されました。ただし、アイソ

クラティックホールドを使⽤していない中央のクロマトグラムでは、全体的なプロファイルが約 2 分シフトされててい

ることが認められます。ピークの分離の維持の観点からはこれは許容できますが、分析法の保持時間が指定されている

規制ラボ環境では、クロマトグラフィープロファイルが⼀致することは適正な分析法移管にとって重要です。アイソク

ラティックホールドを使⽤した場合（図 4、下部クロマトグラム）、クロマトグラフィープロファイルが元の分析法と

よくそろっています。
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図 4.  デュエルボリュームの違いが考慮されている場合と考慮されていない場合の、移管した分析法での保持時間の違

いの評価

相対保持時間と相対ピーク⾯積を 5 回繰り返し注⼊について計算し、スケーリングした分析法の機能を再現性とクロマ

トグラフィー性能の点で評価しました。図 5 に⽰されているように、スケーリングした分析法では相対保持時間の絶対

差が 0.03 を下回っており、相対パーセントピーク⾯積の差は元の分析法の約 0.5% 以内でした。さらに、従来の塩グ

ラジエントをスケーリングして、従来の移動相を使⽤した場合のクロマトグラフィー性能の維持に関する BioResolve 

カラムの性能を評価し、より広範な適⽤性があることが実証されました。スケーリングした分析法では、同等の選択性

とピーク⾯積が維持され、両⽅のグラジエントをさらに最適化する必要は最⼩限でした（図 5）。これらの結果により

、いずれの装置も頑健な性能を有し、カラムカリキュレーターを⽤いて IEX 分析法を適切にスケーリングできることが

強調されています。
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図 5.  pH ベースのグラジエントおよび塩ベースのグラジエントを使⽤した場合の、元の分析法および移管した分析法で

の相対保持時間および相対パーセントピーク⾯積の⽐較

結論

Waters カラムカリキュレーターは、同等のクロマトグラフィー性能が得られる動作パラメーターの計算を⾃動化する

ことで、分析法を迅速にスケーリングする、⾼い価値があるツールです。このアプリケーションノートでは、スケーリ

ングした UHPLC システムで計算された分析法条件によって、元の UPLC 分析法の性能が再現されることが実証されま

した。複数のシステム間の⽐較では、pH ベースのグラジエントおよび塩ベースのグラジエントの両⽅で、レミケード

の相対保持時間の絶対差は 0.03 を下回っており、相対ピーク⾯積は元の分析法の 0.5% 以内でした。適切にスケーリ

ングすると、IEX 分析法をシステム間でシームレスに移管することができ、頑健な性能が得られることが期待されます

。
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