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概要

Agilent AdvanceBio SEC 130 Å および 300 Å カラムには、低吸着ポリマーコーティングシリカ固定相
のきわめて均一な 2.7 µm 粒子が充填されています。これらのカラムは、非特異的な相互作用を最小
限に抑えた効率的なサイズ排除クロマトグラフィー (SEC) 分離を実現します。ジオール結合相に基づく
従来の Agilent ZORBAX GF-250 および GF-450 カラムを AdvanceBio SEC カラムに置き換えること
により、より優れた分析結果を得ることができます。これらのカラム技術を検証するために、一連の実験
を実施しました。

ジオール結合相からポリマーコーティング
シリカへの SEC メソッドの移管
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はじめに

SEC は、モノクローナル抗体 (mAb) 医薬品
およびその他の治療用タンパク質中に存在す
る凝集体量を測定するための標準的分析法と
見なされています1。mAb 医薬品、治療用タン
パク質、およびペプチドは多くの疾患および病
状の治療に用いられていますが2、3、その製造
および保管の過程で形成されるタンパク質凝
集体は、医薬品の効能や安全性に悪影響を及
ぼし、薬剤障害を引き起こすおそれもありま
す4、5。アジレントは、SEC 用カラムとして、ジ
オール結合相カラムおよびシリカベースのポリ
マーコーティングカラムを提供しています。

このアプリケーションノートでは、従来の 2 種
類のジオール結合相カラム Agilent ZORBAX 
GF-250 および ZORBAX GF-450 のメソッド
を最適化しました。メソッドの最適化は、新し
いシリカベースのポリマーコーティングカラム
である Agilent AdvanceBio SEC 130 Å およ
び AdvanceBio SEC 300 Å についても行いま
した。メソッドの最適化時には、AdvanceBio 
SEC 300 Å および 130 Å 標準試薬 (表 1
～ 2) とウシ膵臓由来インスリン (分子量 5.7 
kDa) の 3 種類をサンプルとして使用しまし
た。AdvanceBio SEC 標準試薬では、多様な
サイズのタンパク質に対するカラムの分離能
がわかります。また、インスリン標準試薬は、
ZORBAX GF-250 カラムから AdvanceBio 
130 Å カラムへのメソッド移管の評価例として
用いました。

材料

• Agilent AdvanceBio SEC 300 Å 標準
試薬 (p/n 5190-9417)

• Agilent AdvanceBio SEC 130 Å 標準
試薬 (p/n 5190-9416)

• ウシ膵臓由来インスリン、Sigma 社、
I6634

• Agilent バイアル、スクリュートップ、 
茶色、認定、2 mL、100 個、バイアル 
サイズ: 12 × 32 mm (12 mm キャップ) 
(p/n 5188-6535)

• Agilent スクリューキャップ、圧着、 
青色、PTFE/白シリコンセプタム、 
100 個、キャップサイズ:12 mm  
(p/n 5190-7021)

LC システム
• Agilent 1260 Infinity バイオイナート

クォータナリポンプ (G5611A)

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

• 1200 ALS/フラクションコレクタ用 
Agilent サーモスタット (G1330B)

• Agilent 1290 Infinity サーモスタット付
カラムコンパートメント (G1316C)

• Agilent 1260 Infinity DAD (G1315C)

分析条件
緩衝液の流量を 1 および 1.2 mL/min に指
定、カラム温度 25 ° C、冷却器設定温度 4 ° C、
波長 220 nm

結果と考察

メソッドの最適化
カラムの移動相条件を最適化するために、
移動相のテストを行いました。最初に、50、
100、150、200、400、および 600 mM の リ
ン酸緩衝液 (pH 7.0、NaCl 無添加) を使用
して分析を行いました。次に、リン酸緩衝液
をリン酸塩濃度 150 mM、pH 7.0 に保ち、
NaCl 塩濃度を 50、100、150、200、およ
び 500 mM に変化させました。AdvanceBio 
SEC 130 Å および 300 Å カラムでの分析時
には、流量を 1.0 mL/min に維持しました。
ZORBAX GF-250 および GF-450 カラムにつ
いては、流量を 1.2 mL/min に維持しました 
(カラム寸法が異なるため、線速度が同じにな
るように流量を換算)。最適な条件を判断する
際は、標準試薬のピーク間の分離度と分解能
が最大になること、ピークに歪みやショルダー
がないこと、リテンションタイムがシフトしない
こと、サンプル、移動相、およびカラム間の二
次相互作用によるテーリングファクタが最小に
なることを基準としました。

表 1. AdvanceBio SEC 300 Å 標準試薬

化合物 分子量 

1.チログロブリン 670 kDa

2.Y-グロブリン 150 kDa

3.オブアルブミン 45 kDa

4.ミオグロビン 17 kDa

5.アンジオテンシン II 1 kDa

表 2. AdvanceBio SEC 130 Å 標準試薬

化合物 分子量 

1.オブアルブミン 45 kDa

2.ミオグロビン 17 kDa

3.アプロチニン 6.7 kDa

4.ニューロテンシン 1.7 kDa

5.アンジオテンシン II 1 kDa

カラム
• Agilent AdvanceBio SEC 300 Å、

7.8 × 300 mm、2.7 µm、300 Å 
(p/n PL1180-5301)

• Agilent AdvanceBio SEC 130 Å、
7.8 × 300 mm、2.7 µm、130 Å 
(p/n PL1180-5350)

• Agilent ZORBAX GF-250、 
9.4 × 250 mm、4 µm、150 Å  
(p/n 884973-901)

• Agilent ZORBAX GF-450、 
9.4 × 250 mm、6 µm、300 Å  
(p/n 884973-902)
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最適化されたメソッドによる標準試薬の
評価
AdvanceBio SEC 300 Å 標準試薬を使用し
た 4 種類のカラムの性能評価には、次のパラ
メータを使用しました。

• 標準試薬の全体的なクロマトグラフィー

• IgG の単量体と二量体の分離度

• アンジオテンシン II のピークの 
テーリングファクタ

• リテンションタイムがシフトしないこと

図 1. 4 種類のカラムでそれぞれに最適な移動相 (表 4) を使用して AdvanceBio SEC 300 Å 標準試薬を分析した結果。 
A) AdvanceBio SEC 300 Å、B) AdvanceBio SEC 130 Å、C) ZORBAX GF-250、D) ZORBAX GF-450。
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ポアサイズの比較的大きいカラムに適している 
AdvanceBio 300 Å 標準混合試薬の分離で
は、AdvanceBio SEC 300 Å カラムにおいて、
他の 3 種類のカラムよりも良好な結果が得ら
れました。AdvanceBio SEC 300 Å カラムで
は、標準試薬の 5 つのピークがすべてベース

ライン分離され、IgG の単量体と二量体の分
離度が最も高く、アンジオテンシン II のピーク
のテーリングファクタが最も低くなりました (表 
4、図 1A–1D)。 

表 4. 最適な移動相による各カラムの分解能

カラム 最適な移動相 IgG 単量体/二量体の分離度 アンジオテンシン II のTF

AdvanceBio SEC 300 Å 150 mM リン酸緩衝液 1.83 1.07

AdvanceBio SEC 130 Å N/A N/A N/A

ZORBAX GF-250 150 mM リン酸緩衝液 0.91 1.61

ZORBAX GF-450 200 mM リン酸緩衝液 0.97 1.92
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AdvanceBio SEC 300 Å カラムと同じポア
サイズを持ち、結合相の異なる ZORBAX 
GF-450 カラムでは、5 つのピークすべてを
ベースライン分離することはできませんでし
た。また、IgG の単量体と二量体の分離度は 
AdvanceBio SEC 300 Å カラムよりも低い値
となりました (表 4、図 1D)。 

より小さいポアサイズの AdvanceBio SEC 
130 Å カラムでは、どの移動相条件下でも、
AdvanceBio SEC 300 Å 標準試薬に含まれ
る最大の化合物 3 種を分離できませんでした 
(図 1B)。また、ポアサイズの小さい ZORBAX 
GF-250 カラムでは、IgG の単量体と二量体
の分離度が低く、アンジオテンシン II のピー
クのテーリングファクタが高い値になりました 
(図 1C、表 4)。
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図 2. 4 種類のカラムでそれぞれに最適な移動相 (表 5) を使用して AdvanceBio SEC 130 Å 標準試薬を分析した結果。 
A) AdvanceBio SEC 300 Å、B) AdvanceBio SEC 130 Å、C) ZORBAX GF-250、D) ZORBAX GF-450

AdvanceBio SEC 130 Å 標準試薬
AdvanceBio SEC 130 Å 標準試薬を使用し
た 4 種類のカラムの分解能の評価には、次の
基準を使用しました。 

• 標準試薬の全体的なクロマトグラフィー

• オブアルブミンとミオグロビンのピークの
分離度

• アンジオテンシン II のピークの 
テーリングファクタ

• リテンションタイムがシフトしないこと

AdvanceBio 130 Å タンパク質標準試薬の 5 
つのピークをすべてベースライン分離できたの
は、AdvanceBio SEC 130 Å カラムのみでし
た (図 2A–2D)。また、4 種類のカラムのうち
アンジオテンシン II のテーリングファクタが最
小だったのも AdvanceBio SEC 130 Å カラ
ムでした (表 5)。オブアルブミンとミオグロブ
リンのピークの分離度は、AdvanceBio SEC 
300 Å の方が高い値になりましたが、このカ
ラムでは標準試薬の最後の 2 つのピークを
分離できませんでした (表 5、図 2A)。すなわ
ち、AdvanceBio SEC 130 Å カラムを使用し
たクロマトグラフィーは、AdvanceBio SEC 
300 Å カラムよりも良好な結果となりました。
AdvanceBio 130 Å タンパク質標準試薬がポ
アサイズの小さい AdvanceBio SEC 130 Å カ
ラムに適していることを踏まえると、これは予
測どおりの結果でした。 
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ZORBAX GF-250 カラムは、最初の 2 つ
の ピ ー クの 分 離 度 が AdvanceBio SEC 
130 Å および 300 Å カラムよりも大幅に低
く、アンジオテンシン II のピークのテーリ
ングファクタが高くなりました。この分解能
の低下は、ZORBAX GF-250 のポアサイズ
が AdvanceBio 130 Å カラムと同等である
にもかかわらず起こりました (表 5)。また、
ZORBAX GF-250 カラムでは、標準混合試薬
を分離するために、より高濃度のリン酸緩衝
液が必要でした (表 5)。ZORBAX GF-450 カ
ラムについては、GF-250 カラムとポアサイズ
の違いはあるものの、GF-250 カラムと同様
の分解能を示しました (表 5)。 

AdvanceBio 130 Å および 300 Å カラム 
(2.7 µm) の粒子サイズが ZORBAX GF-250 
(4 µm) および GF-450 (6 µm) カラムより小
さいことも、各標準試薬に対してより高い分解
能が得られた要因です。AdvanceBio カラム
の背圧は、ZORBAX GF-250 および GF-450 
カラムよりも平均 100 bar 程度高くなります。
それでも AdvanceBio SEC カラムは背圧が
約 180 bar を下回っており、一般的な HPLC 
システムにも十分対応することができます。

インスリン標準試薬
このアプリケーションノートでは、カラム比較
用の最後の標準試薬としてウシ膵臓由来イン
スリンを使用しました。インスリンの分子量
が 5.7 kDa であることから、この標準試薬に
最適なカラムの判断には、AdvanceBio SEC 
130 Å カラムと ZORBAX GF-250 (ポアサイ
ズ 150 Å) カラムを選択しました。ZORBAX 
GF-250 カラムで生成されたクロマトグラムに
は、テストしたどの移動相でもピーク形状に
歪みが生じました。一方、AdvanceBio SEC 
130 Å カラムで生成されたクロマトグラムに
は、歪みは認められませんでした。このこと
から、インスリン標準試薬には、AdvanceBio 
SEC 130 Å カラムの方が適していると言えま
す (図 3A および 3B、表 6)。

カラム 最適な移動相 IgG 単量体/二量体の分離度 アンジオテンシン II のTF

AdvanceBio SEC 300 Å
150 mM リン酸緩衝液、 

150 mM NaCl
2.67 1.29

AdvanceBio SEC 130 Å 100 mM リン酸緩衝液 2.29 0.86

ZORBAX GF-250 600 mM リン酸緩衝液 0.59 3.03

ZORBAX GF-450 600 mM リン酸緩衝液 0.62 2.46

表 5. より高濃度の移動相による各カラムの分解能

A

B

min2 4 6 8 10 12 14

mAU

0

100

200

300

400

500

600

700

min2 4 6 8 10 12 14

mAU

0

50

100

150

200

図 3. 2 種類のナローポア SEC カラムでそれぞれに最適な移動相 (表 5) を使用してインスリン標準 
試薬を分析した結果。A) AdvanceBio SEC 130 Å、B) ZORBAX GF-250

表 6. インスリンのピーク形状の最適化を目的としたカラムの比較

カラム 最適な移動相 インスリンの RT インスリンの TF

AdvanceBio SEC 130 Å 200 mM リン酸緩衝液 8.54 1.74

ZORBAX GF-250 200 mM リン酸緩衝液 ピーク ピークにショルダーが発生



結論

AdvanceBio SEC 130 Å および 300 Å カラ
ムには、低吸着のポリマーコーティングシリカ
固定相を使用した粒子技術が採用されていま
す。これらの AdvanceBio SEC カラムにより、
幅広いタンパク質およびペプチド標準物質を
カバーした AdvanceBio SEC 130 Å および 
300 Å 標準試薬に対し、ZORBAX GF-250 お
よび GF-450 カラムよりも優れたクロマトグラ
フィーが実現されました。また、AdvanceBio 
SEC 130 Å および 300 Å カラムでは、20 % 
低い流量で 3 種類のすべての標準試薬がより
短時間で溶出しました。この溶出時間の短縮
は、移動相の調製および廃棄に要する時間の
短縮と、移動相の調製に必要な物質の低減に
つながります。さらに、この労力の軽減とコス
トの削減がラボの生産性向上にもつながりま
す。こういった成果は、低吸着のポリマーコー
ティングシリカ固定相に基づく粒子技術へメ
ソッドを移管して性能を高めることが、価値の
ある投資であることをさらに裏付けています。
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