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概要

このホワイトペーパーは、Agilent OpenLab ChemStation ソフトウェアを用いたメソッド開発またはバ
リデーションを実施する液体クロマトグラフィー（LC）ユーザーを対象としています。ただし、S-Matrix 
社とアジレントのソフトウェアを適切に使用し運用する責任は使用者とその所属組織にあることを前提
とさせていただきます。このホワイトペーパーは一般的なガイドラインとして使用することが目的であり、
S-Matrix 社の Fusion QbD ソフトウェア（バージョン 9.7.1）と Agilent LC ソフトウェアを組み合わせ
て使用する際の代表的な例を示しています。 

QbD ソフトウェアを用いた HPLC メソッドの
迅速な開発とバリデーション
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はじめに

FDA の要件に合わせてタンパク質の分析や
抗体の品質管理を実施するために、高速液
体クロマトグラフィー（HPLC）メソッドを開発
してバリデーションすることが絶えず求められ
ています。Quality by Design（QbD）実験手
法を体系的に用いることにより、メソッド開発
と承認の効率が向上し、プロセスがより頑健
性が高くなります。ただし、QbD の設定には
時間がかかる場合があります。Fusion QbD 
は S-Matrix 社の高度なソフトウェアであり、
Agilent OpenLab ChemStation ソフトウェア
とシームレスに組み合わせることにより、QbD 
メソッドの実行と HPLC メソッドの分析を自
動化します。QbD ソフトウェアは、実験計画
法（DoE）の設定を自動化して、メソッドパラ
メータ間の関係を定量化し、さらに USP 推
奨のクロマトグラフィー情報に基づいて HPLC 
メソッドを最適化することにより、メソッドの
開発および頑健性からバリデーションに至る
までの全プロセスを加速します。このホワイ
トペーパーでは、Fusion QbD ソフトウェアと 
OpenLab ChemStation ソフトウェアを組み
合わせて使用することにより、サイズ排除クロ
マトグラフィー（SEC）HPLC メソッドの開発か
らバリデーションまでのすべてを行いました。
SEC メソッドの分析目標プロファイル（ATP）
は、重要品質特性（CQA）に基づいて情報ご
との性能仕様を用いて作成しました。メソッ
ドを最適化して定量に一貫性をもたせ、分解
度、ピーク対称性、およびピークキャパシティ
を向上させました。QbD ソフトウェアを用い
て OpenLab ChemStation ソフトウェア分析
を補助することにより、従来の開発およびバリ
デーション手法と比較して 3 倍の高速化を達
成しました。

メソッド開発の概要

サイズ分布間で抗体の純度を定量する SEC 
メソッドを開発しました。メソッド開発では、最
も分離能が高く頑健で効率的な SEC メソッド
を開発するために、クロマトグラフィー情報に
基づいてメソッドパラメータを最適化しました。
メソッドパラメータは、注入量、移動相の pH、
移動相の濃度、流量、およびカラム温度です。
クロマトグラフィー情報は、ピーク/谷比、ピー
ク対称性、ピーク数、および理論段数です。 

メソッドパラメータを最終決定した後、各メソッ
ドパラメータをわずかに変動させて頑健性を
テストし、得られたクロマトグラフィー情報が
頑健性の枠内に適切に収まっていることを確
認しました。最後に、真度、中間再現精度、再
現性、特異性、定量下限（LLOQ）、直線性、
範囲、および安定性を確認することにより、メ
ソッドをバリデーションしました。

従来のメソッド開発戦略 

SEC メソッドの初期の開発は、従来のメソッド
開発戦略である一時一事法（one factor at 
a time：OFAT）を用いて移動相の pH から
始めました。pH 範囲テスト専用の 1 セットの
分析を実施した結果、pH 範囲を 6.8～ 7.2 
にするとピーク分離と対称性が向上すること
がわかりました。そこで、移動相の pH のメソッ
ドパラメータを 7.0 に設定しました。1 つのパ
ラメータを決定するだけでも、1 装置を占有し
て分析を実施しなくてはならず、時間のかかる
作業でもあり、他のパラメータに対する交互
作用までには対応できませんでした。OFAT メ
ソッドで pH を決定してから、より適切な開発
戦略の策定に取り組み、メソッド開発の残りの
部分については QbD 戦略を使用しました。

QbD メソッド開発戦略 

QbD メソッド開発は、QbD 環境内での流量、
塩濃度、およびカラム温度を調査することから
始めました。 

パラメータを互いに関連付けてより適切に最
適化するために DoE を実施し、各パラメータ
の両端点と中心点の組み合わせについてテス
トしました。DoE は、アジレントのパートナー
である S-Matrix 社の QbD ソフトウェアにより
自動的に設計し、単一セットの分析から最大
限の情報を得るための計画行列を自動的に算
出して作成しました。DoE のタイプは A- およ
び G-最適プロセスであり、実行数 32 の立方
モデルタイプ、中心点での 2 回反復、非中心
点での 2 回反復、および不適合自由度 6 点を
適用しました。計画行列は、実行準備が完了
したシーケンスおよびメソッドプログラムとし
て、OpenLab ChemStation にエクスポート
しました。
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OpenLab ChemStation ソフトウェアを用い
てシーケンスを実行し、クロマトグラムを積分
しました。積分されたクロマトグラムは、高分
子量種（HMWS）またはメインピークとして
ラベル付けしました。 

分析後のデータを OpenLab ChemStation 
ソフトウェアからエクスポートして、QbD ソ
フトウェアにインポートし、最終的な分析を
実施しました。再現性のある正確な定量に
必要なピーク純度を達成するための ATP 分
離目標の裏付けとなるため、これらの情報
をモニタリングすることが重要になりました。
USP <621> の推奨事項に従い、クロマトグラ
フィー情報（図 2）を用いて分解度と効率を
最適化しました。ここで使用したクロマトグラ
フィー情報は、ピーク/谷比、ピーク対称性、
ピーク数、および理論段数です。

図 1. メソッドの設定、開発、および分析において、QbD ソフトウェアが使用されるステップ、およびアジレントの 
ソフトウェアが使用されるタイミングを示すフローチャート

• DOE の作成
• LC シーケンスの作成
• LC メソッドの作成

• LC 分析
• クロマトグラフィーピークの

 積分

• クロマトグラフィー出力の算出
• 視覚図の表示
• デザインスペースの策定

QbD ソフトウェア QbD ソフトウェア

OpenLab ChemStation
（または、OpenLab CDS）

図 2. SEC メソッドの最適化に使用したクロマトグラフィー情報
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QbD による結果

パレート図と効果プロットは QbD ソフトウェア
で生成される多数の視覚化ツールのうちの 2 
つであり、メソッド開発を進めるうえで非常に
有用です。

パレート図には、クロマトグラフィーに最も大
きな影響を与えているメソッドパラメータが表
示されています。今回のメソッド開発で使用し
たパレート図の例を図 3 に示します。この図
から、HPLC SEC メソッドのピーク対称性に
最も大きな影響を与えたのは温度で、その次
が濃度であることがわかります。さらに、パレー
ト図から、温度と濃度の直線的、曲線的、お
よび 2 要因の交互作用が、ピーク対称性結果
の全変動の約 85 % を占めていることもわか
ります。QbD ソフトウェアを用いてあらゆるク
ロマトグラフィー情報に対してパレート図を表
示することにより、分解度および効率に対して
メソッドパラメータが与える影響を即座に視覚
化できます。そして、メソッドに最も影響を与
えているパラメータに重点を置いて、開発を続
行することができます。今回の場合、将来の開
発でピーク対称性を向上させるには、温度と
緩衝液濃度に注目すればよいことがわかりま
した。

図 3. SEC 研究のパレート図。ピーク対称性に対するいくつかのメソッドパラメータの相対的な影響を図示

図 4. クロマトグラフィー情報を組み合わせた効果を理解するために使用した SEC 研究の効果プロット
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効果プロットは、さまざまな濃度でのメソッド
パラメータの交互作用を視覚的に表示してい
ます（図 4）。線の傾きが急になるほど、パラ
メータがクロマトグラフィー情報に与える影
響が大きくなります。線が傾いておらず水平
の場合、そのパラメータによる影響はありま
せん。例えば、図 4 の左上の図によると、水
平の赤色の線が示しているように、オーブン
温度は 200 mM 緩衝液を用いた場合のピー
ク数には影響を与えていませんでした。一方、
100 mM 緩衝液の場合、傾きが右上がりに上

昇している青色の線が示しているように、カラ
ム温度が上がるにつれて、ピーク数に影響を
与えていました。QbD ソフトウェアではこのよ
うな効果プロットが自動的に表示されるため、
一目見ただけでメソッドへの理解が大幅に深
まります。

メソッド開発の最終ステップで、デザインス
ペースを作成しました。デザインスペースと
は、メソッドにおいて許容できるクロマトグラ
フィーピーク分離度と効率が達成される特定
の範囲のことです。クロマトグラフィー情報の
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品質を保証するために、各パラメータに対して
制限値を設定しました。メソッドの頑健性を保
証するためには、デザインスペース領域の中
心点でメソッドを設定するのが理想的です。た
だし、開発結果とは別にメソッドを変更できる、
メーカーの推奨事項、圧力の制限、消費期限
など、いくつかの制限事項が存在する場合が
あります。 

図 5 は、デザインスペースを策定するために 
QbD ソフトウェアが SEC 開発の結果を用いて
生成した図です。図の白色の領域はデザイン
スペースです。影の付いた領域は、クロマトグ

ラフィー情報によって測定された分離度と効
率に基づいて評価した場合に、SEC クロマト
グラムの品質が許容できるものではないこと
を示しています。

影の付いた緑色の領域は、ピーク高/ 谷比に
基づいて評価した場合に、ピーク間の分離度
が不十分であったことを示しています。青色
の領域は、理論段数に基づいて評価した場合
に、カラム効率が低かったことを示しています。
オレンジ色の領域は、ピーク数が目標範囲を
外れていたことを示しています。ピンク色の領
域は、ピーク対称性に基づいて評価した場合

に、ピーク形状が不十分であったことを示して
います。灰色の領域は、メインピークの幅に
基づいて評価した場合に、分離度が不十分で
あったことを示しています。白色の領域はデザ
インスペースです。図 5 の黒色の四角の枠は、
メソッドのいかなる性能要件も損なわずにパ
ラメータを個別に変更可能なデザインスペー
スを視覚化して、実証済みの許容範囲（PAR）
内に配置したものです。次に、この PAR を使
用して、メソッドの頑健性を判別できます。

図 5. カラム温度 25 °C（左）、30 °C（中央）、45 °C（右）でのさまざまな緩衝液濃度と流量におけるデザインスペースを視覚的に示した 3 つの図
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メソッド開発の最終条件

分離度、カラム効率、ピーク形状、および定量
の一貫性を基にして決定した、流量、塩濃度、
カラム温度の SEC メソッドの最終条件はそれ
ぞれ 1.0 mL/min、165 mM リン酸ナトリウ
ム、30 ° C でした。最適化後の最終的な SEC 
クロマトグラムを図 6 に示します。拡大した表
示では、HMWS はタンパク質のピーク面積の
それぞれ 0.5 % であり、適切に分離され、簡
単に積分されています。パラメータはすでに、
メソッド開発を基にした実証済みの許容範囲
内に収まっていることがわかっていたため、頑
健性テストの次のステップは、確実に評価でき
ました。

結果

頑健性テストでは、メソッド開発の PAR を制
限値として使用しました。各情報に割り当て
られた合格基準は、CQA を維持するメソッド
開発に基づいて設定しています。今回の SEC 
メソッドでは、CQA は HMWS のパーセント
ピーク面積であり、それに応じて各情報の許
容範囲を割り当てました。報告された CQA 
に変動がほぼなかったことを示すうえで、頑
健性の点で HMWS のパーセント相対標準偏
差（% RSD）を取り込むことが重要になりま
した。さらに重要なことは、合格基準はメソッ
ドごとに固有のものであり、新規メソッドの場
合、開発時に CQA を基にしてその固有のメ
ソッドの合格基準を再評価する必要があると
いうことです。
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図 6. 公称条件を用いて最適化した後の最終的なメソッドの SEC クロマトグラム。6～9 分の間に溶出したタンパク
質のピークおよび 13 分に溶出した緩衝液のピークとともに、クロマトグラム全体を表示。右上隅に、タンパク質の
ピークを拡大した図を表示

表 1. 頑健性テストで使用したパラメータ

頑健性パラメータ テストした範囲 ピーク数（= 4） ピーク/谷比（> 1）
ピーク面積の  

% RSD（< 15 %） 頑健性の判定結果

pH 7.0 ±0.2 4 > 2 1.9 % 頑健

塩濃度 165 ±17 mM 4 > 5 2.4 % 頑健

カラムのロット数 3 ロット 4 > 1 6.6 % 頑健

温度 30 ±3 ° C 4 > 2 2.8 % 頑健

流量 1.0 ±0.1 mL/min 4 > 2 2.2 % 頑健

頑健性を即座に実証するためには、QbD ソ
フトウェアによりクロマトグラフィー情報を
算出することが不可欠でした。HMWS はサ
ンプルの 0.5 % を占めていましたが、この
ようなわずかな量においても、HMWS の % 
RSD は小さく、非常に頑健な SEC メソッド
であることが立証されました（表 1）。さら
に、ピーク/谷比は 1 を超えており、これは 
HMWS のショルダーピークが通常どおりに取
り去られて、高い信頼性で定量されているこ
とを示していました。

Fusion QbD を用いて SEC メソッドの真度、
精度、特異性、および直線性をバリデーション
したところ、すべて許容基準に対して十分に
合格していました。複数のオペレータが異な
る日に新しく調製した緩衝液を用いましたが、
SEC メソッドの定量は 0.1 % RSD 未満でし
た。以上の結果は、メソッド開発が十分なレベ
ルで最適化されていたことを示しています。
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結論

Fusion QbD ソフトウェアは使いやすく、
Agilent HPLC シ ス テ ム 上 で OpenLab 
ChemStation と簡単に組み合わせることが
できました。DoE メソッドおよびシーケンスを
自動設定すると同時に、積分されたクロマトグ
ラムを自動分析することにより、開発、頑健性、

特性解析、バリデーション、およびデータ解析
が 3 倍以上高速化されました（図 7）。さらに
重要なのは、パラメータの多数の変動を比較
して、開発をさまざまな組み合わせに対応さ
せたことにより、結果的に、メソッドの頑健性
が向上したことです。

OpenLab ChemStation ソフトウェアは、柔
軟に利用できる積分パラメータと、自動積分
オプションを備えているため、Fusion QbD と
シームレスに組み合わせて HPLC メソッド開
発を実施し、高品質かつ頑健なメソッドをごく
短期間で開発できます。

図 7. 自動化 Fusion QbD ソフトウェアおよび従来の手法を用いた HPLC メソッドの作成時間の比較
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