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Column : TSKgelⓇ G3000 SWXL
(300 mm×7.8 mm I.D., 5 µm)

Mobile phase : 200 mmol/L Potassium Phosphate buffer
containing 250 mmol/L KCl (pH 6.2)

Flow rate : 0.5 mL/min
Column temp. : 25 ℃
Injection vol. : 20 µL
Vial : SHIMADZU TORAST™-H Glass*1

Detection : UV 280 nm (Inert cell)

はじめに
タンパク質は製造や保管時の温度、pH、濃度の変化など

により容易に凝集します。モノクローナル抗体（mAb）の
ようなタンパク製剤の凝集は、 安全性や効能への影響が懸
念されるため、分析にて製剤の凝集度を確認しています1)。
凝集度確認の方法として、サイズ排除クロマトグラフィー
（SEC）を用いた手法があり、USP-NF 2022, Issue 2 General
chapter <129> においてもSECを用いたモノクローナル抗体
中の不純物を分析するための手順が記載されています2)。本
分析手法は溶離液に高濃度の塩を使用するため、析出や腐
食による装置の劣化が懸念されます。

本稿では、接液部にステンレスを用いている通常のシス
テムよりも塩や酸などに対する耐久性を高めた高速液体ク
ロマトグラフNexera lite inertを用いて、USPに準拠したモ
ノクローナルIgG抗体のSEC分析を行った例をご紹介します。

表 1 分析条件

システム適合性試験
表1に分析条件を、表2にシステム適合性試験の合格基準

を示します。試料はシステム適合性試験用のモノクローナ
ル IgG 抗 体 標 準 品 （ Monoclonal IgG System Suitability
(2 mg), USP reference standard）2 mgに溶離液200 µLを加
えて10 mg/mLに調製しました。システム適合性試験では
「Chromatogram Similarity」と「Quantitative Criteria」の2
項目が要求されています。

 米国薬局方（USP）に準拠した抗体医薬品のシステム適合性試験を再現性良く行うことができます。
 耐腐食性に優れたNexera lite inertで、高塩濃度の移動相を用いた分析でも安定したデータ採取が可能です。

USPに準拠したサイズ排除クロマトグラフィー
（SEC）による抗体医薬品の分析
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高速液体クロマトグラフ Nexera™ lite inert

図 2 USP Certificate記載のクロマトグラム3)

（USP Certificateから抜粋）

表 2 システム適合性試験合格基準
（USP-NF 2022, Issue 2 General chapter <129>）

クロマトグラムがUSP Certificate
記載のクロマトグラム（図2）の
プロファイルと一致していること。
具体的には以下の通り。

Chromatogram ①以下のピークが全て確認される
Similarity ・high-molecular-weight species

（HMWS）
・Monomer
・low-molecular-weight species
（LMWS）

②分離が良好であること。
③溶出順が一致すること。

HMWS→Monomer→LMWS

各ピーク面積の割合が以下の範囲
であること。

Quantitative
Criteria HMWS：0.4-0.67 %

Main Peak*2：99.1-99.6 %
LMWS：0.2 %以下

*2 Main Peak = Monomer

*1 P/N：370-04302-01
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図 1 Nexera™ lite inert
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まとめ

Nexera、TORASTは、株式会社島津製作所またはその関係会社の日本およびその他の国における商標です。

図3にIgG標準溶液（10 mg/mL）のクロマトグラム（黒）
と較正曲線（青）を示します。USP Certificateに記載された
4つのピークが、USP Certificateに指定された溶出順で溶出
しました。なお、各ピークの同定は、タンパク質標準品を
用いて13.7 kDa～500 kDaの分子量範囲で作成した較正曲線
から求めた分子量を基に行いました。また、各ピークにつ
いて、図2と同程度の分離が得られました。表3にシステム
適合性試験の結果を示します。各ピークが占める面積の割
合はQuantitative Criteriaの許容範囲内でした。また、モノ
クローナルIgG抗体USP標準品（10 mg/mL）について6回の
繰り返し分析を行った結果を表4に示します。Monomer
ピークの面積割合（Area%）の再現性は%RSD=0.01であり、
良好な結果が得られました。

USP-NF 2022, Issue 2 General chapter <129>に準拠した
モノクローナルIgG抗体のSEC分析を行い、分析結果が
Quantitative Criteriaの許容範囲内であることを確認しまし
た。また、高濃度の塩が含まれている移動相を使用した分
析においてもNexera lite inertを用いて再現性良く分析する
ことができました。
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図 3 モノクローナルIgG抗体USP標準溶液（10 mg/mL）の
クロマトグラム（黒）と較正曲線（青）

表 3 システム適合性試験の結果

Area (%) Judgements

HMWS
(Polymer+Dimer) 0.53 Passed

Monomer 99.4 Passed

LMWS 0.04 Passed

表 4 Monomerの再現性（n=6）

Elution time (min) Area (%)
1 15.448 99.425
2 15.457 99.417
3 15.460 99.428
4 15.454 99.426
5 15.460 99.431
6 15.459 99.434

Average 15.456 99.427
%RSD 0.03 0.01
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