
 

 

 

 

HPLCバルブソリューション：脱塩アプリケーション② 

モノクローナル抗体のイオン交換分離と TOF-MS

検出 
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１．はじめに  

 抗体やタンパク質の HPLC 分析にはリン酸緩衝

液によるイオン交換分離が用いられることがあり

ますが、リン酸塩や塩化ナトリウムなどの不揮発

性の塩類は LC/MSに導入できません。 

 ここではリン酸緩衝液と塩化ナトリウムを用い

たイオン交換クロマトグラフィによりインタクト

mAbを溶出させ、ターゲットの溶出時間にバルブ

を動作させることで揮発性移動相の系に移送し、

マススペクトルを採取しました。MassHunter 

BioConfirmソフトウェアによりデコンボリューシ

ョンを行い、mAbのデコンボリューションスペク

トルを得ました。   

 

Fig. 1 システムの構成例 

Pump(G1312B), Auto sampler(G1329B), TCC(G1316C), 

DAD(G1315C), 2nd Pump(G1312B), Valve(G1170A)  

２．実験条件 

 インタクト mAb チェックスタンダードを 1 

mg/mLに調製し試料としました。 

Table Ⅰ 分析条件 

<要旨>  

抗体分析ではイオン交換モードやサイズ排除モードによる分離分析

が用いられます。一般的にこれらのモードで分析する際には、緩衝能や

溶出力の強さからリン酸緩衝液や塩化ナトリウムなどの不揮発性の塩

が使用されます。 

不揮発性の塩を使用した分離条件で溶出した化合物の分子量を

LC/MSで求めることはこれまで困難でした。 

ここではイオン交換分離によるモノクローナル抗体（mAb）溶出を行

い、ピークの画分をハートカットして揮発性移動相を用いて LC/MS 分

離を行いました。 



 

 

 

３. 結果および考察 

UV検出器による 1次元目のクロマトグラムを

Fig.2に示しました。単一のピークが溶出すること

が確認されました。ピークが溶出する画分をハー

トカットし、LC/MSに導入しました。タンパク質

由来のシグナルが観測されると思われる m/z= 

2000-4000の範囲で抽出したマスクロマトグラム

を Fig.3に示しました。不揮発性の塩類は二次元

目の Diphenylカラムの T0付近に溶出し、測定対

象であるインタクトmAbはカラムに保持され溶

出したことが確認されました。 

 

 Fig. 2 mAbの UVクロマトグラム (UV:280 nm) 

 

Fig.3 ハートカット後の TOF-MSによるマスクロマトグラム

(m/z= 2000-4000) 

ハートカットし、LC/MSに導入されたピークの

マススペクトルを Fig.4に示しました。

MassHunter BioConfirmソフトウェアによりデコ

ンボリューションを行いました。デコンボリュー

ションスペクトルを Fig.5に示しました。 

 

 

Fig.4 mAbのマススペクトル 

 

Fig.5 mAbのデコンボリューションスペクトル 

 

４．まとめ 

2 position/6 portバルブを用い、イオン交換モード

によるインタクトmAbの HPLC分析条件からターゲ

ットピークのみを揮発性移動相の系に置換し、TOF-

MS検出を行いました。得られたマススペクトルに対

しデコンボリューション処理を行い、分子量を確認す

ることが可能となりました。このようなシステムを用

いることで、抗体分析で一般的なイオン交換やサイズ

排除モードによる分離とマススペクトル採取を同時

に行うことが可能になりました。 
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