
 

モノクローナル抗体凝集体評価用非対称フローFFF、 

分析用超遠心分離とサイズ排除クロマトグラフィー 
 
 
 
 
 
 

 
モノクローナル抗体凝集体                        
タンパク質の凝集は、医薬品製剤と新薬開発の品質管理において重要な問題になってい

ます。薬物の活性、バイオアベイラビリティ、および有害な(自動)免疫反応などの副作用

の可能性は、バイオ医薬品の凝集体の存在と量に直接関係します。モノクローナル抗体は

特に治療薬として使用されています。  

しかし、製剤の行程で抗体凝集をもたらす可能性があり、免疫系統の負の反応を引き起

こす可能性があります[1]。 

 

従来の評価方法                             

モノマー、オリゴマー、および抗体凝集

体を分離する必要があるため、これら抗体

の特性評価は依然として困難な課題です。 

このため、確立された手法としては、分析

超遠心分離(AUC)やサイズ排除クロマト

グラフィー(SEC)などが使用されていま

す。 ただし、これら手法は抗体凝集体の特

性評価への適用にはいくつかの制限があ

ります。 

AUC は抗体凝集体の高分解能でのサイ

ズ分離、定量、および特性評価が可能とな

ります。しかし、限られた再現性、高い運

用コスト、および専門的な技術の必要性により、一般的な分析ツールとしての AUC の普

及は進んでおりません。 さらに、サイズ分離されたフラクションのさらなる分析は不可

能です。 

SEC はバイオ医薬品の抗体凝集体の特性評価に最も一般的に使用されている分離手法

です。SEC の制限は、カラム内で使用される固定相に密接に関連しています。タンパク質

のカラム内ゲルへの吸着、サンプルを変化させ生物活性を損なうせん断効果、さらにカラ

ムを介した凝集体のろ過等による低い回収率は不正確な結果につながる可能性がありま

す。さらに、特殊なカラムパッキングに必要な有機修飾剤と溶離液により、抗体が変化し、

カラム出口で検出される凝集体の比率が変化する可能性があります。さらなる制限は、カ

ラムのサイズ排除限界であり、測定法の上限モル質量と粒子サイズ範囲が制限されます。

結果として、SEC では AUC や FFF などよりも凝集体の量が少なく、粒子サイズが小さく

なる傾向が見られます。 

一般情報               ID0010 

アプリケーション：製薬、医学 

テクノロジー：AF4-UV 

機器構成：Postnova AF2000 MT、PN2311 UV-Vis 

キーワード：非対称 FFF、モノクローナル抗体、凝集体 

U
V

S
ig

n
al

@
2

8
0

n
m

[A
U

] 

Retention Time [min] 

図 1 : AF4-UV 280 nm にて測定した抗体のフラクトグラム 



 

AF4 による評価                             
非対称フロー・FFF(AF4)は革新的な分離技術であり、AUC および SEC に関連する問

題を克服した最適な評価手法です。 AF4 は、充填カラムの代わりに充填されていない分

離チャネルを使用する分離技術です。 固定相が無いことにより、せん断応力、マトリック

スとの相互作用のないサンプル分離、短時間分析、溶媒選択性に優れているという利点が

あります。 また、AF4 は、1 kDa(1 nm)から数 MDa  (10μm)までの幅広い範囲の分離

を可能とします。 したがって、モノマー、可溶性および不溶性凝集体、さらには目に見え

ない粒子フラクションを含む凝集現象の全体像が分析可能となります。 

 

MALS と DLS による検出                         
AF4 は様々な検出器と接続でき、多くの情報を得ることが可能です。UV 検出器は凝集

体を定量する為に使用されます。さらに、多角度光散乱検出器(Postnova PN3621 MALS)

および動的光散乱検出器(Malvern Zetasizer Nano DLS)は、分離された凝集体に関するさ

らなる特性評価情報として絶対分子量と分子(粒子)サイズを提供する検出器です。 これ

らの理由から、FDA は近年、抗体製剤の特性評価に AF4-MALS の使用を推奨しておりま

す[2]。 

 
AF4、AUC、SEC のデータ比較                      

AF4 の測定例として、凝集体を含むモノクローナル治療用抗体サンプルの特性評価デー

タを図 1 に示します。PN3211 UV 検出器を備えた AF4 にて測定しました。 それと並行

して、AUC と SEC を使用して、同じサンプルを評価しました。  

 

 AF4 AUC SEC 

凝集体量％ 28.00 24.00 1.00 

表 1 : AF4、AUC、SEC にて測定された凝集体量 

 

測定結果よりAF4(28％)とAUC(24％)で測定された凝集体の量が非常に類似しており、

互いによく一致していることを示しています。 ただし、SEC 測定から得られた結果は明

らかに異なり、1％の総含有量のみを示しています。 これは、凝集体の大部分がすでにカ

ラムの充填剤の影響により劣化、変化してしまったか、カラムに吸着している可能性があ

ることを示しています。 

 
AF4 の利点                               
非対称フローFFF は SEC と同様の情報を提供しますが、パッキング材料が無いことに

より、凝集体の劣化を防ぐ低せん断条件とサイズ排除の制限が無いのは大きな利点につな

がります。AUC と比べて、AF4 は操作が簡単で、オートサンプラーも使用でき、分離し

たフラクションも可能です。  
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