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要約

⾃動化の統合および改善により、プロセスグループは、培地のモニタリングにより、重要な PQA 情報およびプロセス

変更に関する情報により早くアクセスすることができます。最近ウォーターズでは、Waters™ バイオプロセスウォー

クアップソリューション1 を更新して、バイオプロセスチームがより多くの分析法により迅速にアクセスできるように

しました。オートメーションポータルを搭載したバイオプロセスウォークアップソリューションの主な機能および更新

には、以下が含まれます。

サンプル処理の合理化：⾃動化により、サンプル前処理が加速し、⼿動作業の労⼒やミスの可能性が低減します。

サンプルを迅速に処理して、LC 分析や LC-MS 分析に直接供することができます。

■

柔軟性の向上：統合されたプラットフォームが、⾃動サンプル前処理、データ取り込み、レポート作成を⾏います

。最近のハードウェアの機能強化には、LC および LC-MS への直接注⼊機能、プレートの⾃動シーリング、プロテ

イン A の添加や⾃動ろ過プロトコルなどがあります。

■

ソフトウェアの更新：waters_connect™ インフォマティクスソリューションは、低分⼦種および⾼分⼦種（

LMWS/HMWS/凝集）の割合を分析して報告できるようになりました。他にもバイオプロセス分野のお客様に向けた

更新がいくつか追加されています。

■

最適な細胞株と条件を特定することによって、プロセス初期の分析を改善できます。したがって、医薬品製造の安■

1バイオプロセシングにおける LC-MS 分析：製品品質特性の⾃動分析および栄養成分モニタリング

http://www.waters.com


全性、有効性、⼀貫性が確保され、結果が得られるまでの時間や製品化までの時間が短縮します。

アプリケーションのメリット

ハイスループット：Andrew+™ ピペッティングロボットを使⽤した⾃動サンプル前処理と、OneLab™ ソフトウェ

アによって統合された BioAccord™ LC-MS システムへの直接注⼊

■

⼀貫した結果：プロテイン A の有効化、清澄化機能および希釈機能、⾃動プレートシーリングおよび冷却されたサ

ンプルマネージャーへのプレートの即時ロードにより、ミス、ばらつき、分析の実⾏に費やす時間が低減する

■

レポート作成の円滑化：グリコフォーム、LMWS、HMWS やその他のサマリー計算のレポート作成機能が強化され

、Ambr® バイオリアクターシステムへの⾃動レポート作成をサポート2

■

はじめに

⾃動化は、バイオプロセスの製品品質特性（PQA）の LC-MS 分析の効率と正確さの向上に重要な役割を果たします。

バイオ医薬品の製造では、PQA によって医薬品の安全性、有効性、⼀貫性が確保されるため、PQA の測定は重要です

。LC-MS ワークフローへの⾃動化の統合により、プロセスの初期に重要な PQA 情報にアクセスすることができます。

様々な LC ベースおよび LC-MS ベースの分析のためのサンプル前処理には時間がかかり、トレーニングが必要であるた

め、しばしば採⽤のボトルネックとなります。⾃動化を導⼊することで、⼿動操作を最⼩限に抑えながら、サンプルを

迅速に処理して LC 分析や LC-MS 分析に直接供することができ、データ⽣成におけるミスやばらつきの可能性を低減し

ます。

このアプリケーションノートでは、前回のシステム更新以降にバイオプロセスウォークアップソリューションに導⼊さ

れた機能強化と全体的な機能について説明します1。 このアプリケーションノートには、以下の概要が含まれます。

ハードウェアの機能強化：プレートシーリング、前処理したサンプル/プレートの LC システムまたは LC-MS システ

ムへの直接挿⼊、抽出/ろ過機能。

■

プロトコルの改善：磁気ビーズベースの捕獲および遊離⽤の Magnet+ モジュールを使⽤したプロテイン A（ProA）

クリーンアッププロトコル、Extraction+ 真空ろ過モジュールを使⽤した清澄化プロトコル、すべてのプロトコルへ

のプレートシーリングの追加が可能になりました。

■

プロセスチームのためのソフトウェアの更新：SEC アッセイにおいて LMWS 分⼦種、HMWS 分⼦種を報告する機能

、チャージバリアント LC-MS アッセイにおいて酸性/塩基性分⼦種を報告する機能、⾃動解析を改善するためのメ

ソッド設定。

■

LC-MS 分析法の更新：包括的なライブラリーの更新による、新しい 9 分間⾼速細胞培養培地分析法。■
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データ解析/視覚化機能強化：視覚化ツール、外部データパッケージおよびコントロールソフトウェアのサポート。■

図 1.  ACQUITY™ オートメーションポータルプレートデバイスを

介した BioAccord LC-MS システムと、シーリングおよびろ過機

能を備えた Andrew+ ピペッティングロボットの間のインターフ

ェースのシステム概要。サポートされているその他の Andrew+ 

のコンポーネントには、Andrew+ BenchHub、Andrew+ Active 

Rotating System（ARS）、Plate Sealer+ などがあります。

これらの⾃動化機能およびプラットフォーム機能により、必要なサンプル前処理の最後に⾏う分析、解釈、レポート作

成のより多くの作業を⾃動化することで、分析者による操作を最⼩限に抑え、結果を得るまでの時間を短縮することが

できます。

実験⽅法

LC 分析法および LC-MS 分析法の実験の詳細は、PQA や細胞培養培地の代謝物分析の概要を記載したアプリケーション

ノートにあります3,4,5。

Andrew+ ピペッティングロボットシステムの詳細

必要なドミノおよび消耗品の完全かつ最新のリストについては、システムソリューションドキュメントおよび OneLab 

ライブラリープロトコルを参照してください（OneLab プロトコル：インタクトワークフローおよび細胞培養培地ワー

クフロー <https://onelab.andrewalliance.com/app/lab/GK6ovDkA/library/intact-mass-and-cell-culture-media-

workflows-X5nPLgng)> ）。以下のリストには、この更新でバイオプロセスウォークアップソリューションによってサ
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ポートされるようになった新しい項⽬/消耗品が含まれています。

主要な消耗品 製品番号

Magne® プロテイン A ビーズ： G8781（Promega）

透明ヒートシールフィルム： 4ti-0540（Azenta）

AcroPrep 細胞清澄化・滅菌ろ過プレート、24 ウェル

、7 mL：

97026（Cytiva, Pall Life Sciences）

twin.tec PCR プレート 96、スカート付き、200 µL/

ウェル：

951020443（Eppendorf）

LC-MS システムの詳細

LC の詳細： ACQUITY Premier BSM（オートメーションポータル

搭載）

MS の詳細： BioAccord LC-MS システム

データ管理

クロマトグラフィーソフトウェア： waters_connect バージョン 3.3

MS ソフトウェアアプリケーション： Intact Mass 1.8、UNIFI™ 1.9.4

インフォマティクス： OneLab バージョン 1.20.3

結果および考察

プロテイン A プロトコルおよび分析
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このソリューションは、（清澄化/希釈により）回収した⽣サンプルおよび/または（磁気ビーズクリーンアップを使⽤

した）プロテイン A 精製サンプルを処理および分析することができ、回収または精製後のサンプルを BioAccord に注

⼊して LC-MS 分析することができます。いずれの操作モードも、さまざまな有⽤な情報をユーザーに提供します。⽣

サンプルの分析は以前に報告されており（⽂献）、最⼩限のサンプル処理で、迅速で簡単にグリコフォームのプロファ

イリングと軽鎖の推定ができます。ProA 精製を追加して Fc ベースの医薬品を抽出することにより、プロファイリング

の正確さが⾼まるため、低濃度（1g/L 未満）での⼒価測定が必要な場合、および/または追加のアッセイ（例えば、

SEC、IEX、サブユニット、ペプチドマッピング）が必須である場合に最も有⽤です。 

図 2 に、希釈プロトコルの実⾏後またはプロテイン A プロトコルの実⾏後に⽐較した、代表的な 10 ⽇⽬の結果を⽰し

ます。図 2 a に、清澄化および 20 倍希釈のステップの後に回収した⽣サンプルの分析、図 2 b に、プロテイン A 精製

後のサンプルの分析を⽰します。いずれも同じ Intact Mass LC-MS 取り込みメソッドを使⽤して分析しています。プロ

ジェクトのニーズに応じて、迅速な IgG の糖鎖プロファイリング、軽鎖の評価および/またはプロテイン A 精製済みデ

ータを使⽤し、レポートを作成することができます。

図 2.  左パネル（a）：10 ⽇⽬の回収サンプル、軽鎖およびメインの IgG ピークのスペクトルを含む UV クロマトグラ

ム。右パネル（b）：10 ⽇⽬のプロテイン A 精製サンプル（IgG が⽰される）。

清澄化プロトコル

細胞残屑を迅速かつ効果的に除去することは、分解を防ぐことで医薬品の完全性を維持することや、LC-MS などの分析

メソッドの前にサンプルを清澄化にするために重要です。2 段階 24 ウェル AcroPrep™（Cytiva）プレートを使⽤する

ろ過プロトコルを試験しました。Andrew Extraction+ モジュールを使⽤してサンプルをろ過しました。代表的なプロ

ファイルを図 3 に⽰しており、せん断の影響を受けやすいか⼜は受けにくい細胞の種類の場合は調整することができま

す。さまざまなろ過（および遠⼼分離）法の前後の細胞数をカウントすることでサンプルを⽐較し、表 1 にまとめまし

た。遠⼼分離の条件に関し、サンプルを 800 g で 5 分間遠⼼分離し、ろ過（1.25 µm）しました。細胞数は Vi-CELL カ
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ウンター（Beckman Coulter）を使⽤して測定しました。 1:1 PBS バッファーを使⽤して回収サンプルを事前に希釈

することで、最適な条件を⾒出しました。*

図 3.  サンプルが完全で再現性のある効果的な処理を受けたことを保証する、段階的なろ過圧⼒（プロト

コル実⾏中の予想圧⼒と測定圧⼒）を⽰す真空プロファイルの例

表 1.  Andrew+ ピペッティングロボットで Extraction+ を使⽤してサンプルを AcroPrep ろ

過した後の、流加培養サンプル（中密度）および灌流培養サンプル（⾼密度）について報告

された細胞数。 

 

*注記：最良の最も⼀貫した分析結果を得るには、細胞残屑と培地マトリックスをできるだ

け早く除去する必要があります。サンプルをすぐに分析できない場合でも、回収後、迅速に

遠⼼分離して細胞残屑を速やかに除去することが望まれます。

SEC 分析およびレポート
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プロテイン A を⽤いて調製済みのサンプルを、RP 分析法（上）または SEC 条件のいずれかで分析し、モノクローナル

抗体（mAb）を低分⼦種および⾼分⼦種からさらに分離して、凝集およびフラグメンテーションを評価することができ

ます。Intact Mass 1.8 の新しい機能強化により、単独の LMWS および HMWS の割合を⾃動的にレポートできるように

なり、シンプルなレポート作成が可能となりました。これらの値は、以前に報告した Sartorius Ambr® データインター

フェースとも互換性があります。図 4 に、Intact Mass アプリケーションで報告された SEC 分析の例を⽰します。 

図 4.  モノクローナル抗体（mAb）の SEC 分析の例。HMWS% および LMWS% の表計算は Intact Mass アプリケーションを使⽤し

て実施。

*注記：不揮発性バッファーが質量分析計に⼊らないようにするために、SEC-MS に適合するメソッドが推奨されます。LC のみに

基づく SEC が必要な場合（リン酸ベースのバッファー）、MS への送液を廃液に向ける必要があります。

データの視覚化

複数の変数（クローン、条件）がある複数のバイオリアクターについて分析を実⾏する場合、複数の PQA データセッ

トを⽣成し、多くのバイオリアクター、条件および/またはタイムポイントにわたってデータを総合的にレビューする

ことが、ユーザーにとって課題になります。ウォーターズは、さまざまなお客様のニーズやシナリオに適合するために

、BioAccord によって取り込まれたデータに関していくつかのデータエクスポート戦略をサポートしています。また、

ウォーターズは最近、代謝物および/またはグリコフォームの重ね描きプロットを⾃動的に表⽰する、簡単な MS Excel 

ベースのマクロツールも作成しており、これによって、バイオリアクターの状態とタイムコースを⽐較するための、代

謝物の重ね描きプロットを迅速に⽣成することができます。 
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図 5.  優れたレスポンス分析ツールを使⽤したバイオリアクター条件の差の視覚化。アラニ

ンおよび分岐鎖アミノ酸であるバリンなどのアミノ酸について報告された濃度（mM）を⽰

します。左のパネル（折れ線グラフ）は 8 種類のバイオリアクター条件の重ね描き、右のパ

ネル（棒グラフ）は時間ごとに分けたタイムコースを⽰します。 

シンプルな CSV レポートもすべてのワークフローで使⽤でき、JMP、SIMCA、Spotfire、EZinfo などのさまざまなソ

フトウェアパッケージにインポートすることができます。

結論

ウォーターズのソリューションは、少量のサンプルを使⽤するより⾼速な LC および LC-MS の PQA を活⽤するあらゆ

るステップにおいて、⾼品質な LC データおよび LC-MS データへのバイオプロセシングチームのアクセスを簡素化、⾃

動化、⾼速化するように設計されています。これにより、チームは、細胞株の選択、細胞株開発の優先順位決定、プロ

セス開発の最適化の各ステップに関する情報をより迅速に⽣成することができます。
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