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空間オフセット型ラマン分光法による 
バイオ医薬品原材料の識別

サンプリングすることなく原材料を容器越しに直接測定

はじめに

基準に適合したバイオ医薬品原材料の継続的な供給を確保することが、業界全体の課題となっています。
世界需要の増大によって、医薬品/バイオ医薬品業界は深刻な状況に陥りました。2008 年には、ブタイン
フルエンザの世界的流行による適格なブタの供給不足に加え、天然ヘパリンの価格が 2 倍に高騰するとい
う悪条件が重なり、過硫化コンドロイチン硫酸に汚染されたヘパリンの流通を招きました（1）。この事件を
受け、世界中の規制当局が、バイオ医薬品メーカーに対し、既存のコントロール体制を強化すること、また 
PAT（Process Analytical Technology）にもとづくソリューションを実装し、バイオプロセスをより厳格に
コントロールすることを強く勧告しました。これらのコントロールのうち、基準を満たしていない原材料の流
入を食い止める防衛の第一線として有効なのが、受け入れ時の原材料のスクリーニングまたは同定試験で
す。ただし、現在の同定試験プロトコルの多くは、フーリエ変換赤外（FTIR）またはラマン分光法にもとづ
いており、バイオ医薬品の製造に求められる品質とスピードを満たすという意味では適切とは言えません。 
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一般に、バイオ医薬品製造の上流プロセスは継続的に稼動しています。
また、培地調製タンクおよび反応器でサイクルあたり 800～ 1600 kg 
もの培地、炭水化物、バッファ、アミノ酸が消費されるとなれば、原材料
の需要量に倉庫の供給プロセスが対応しきれない可能性があります。そ
のうえ、同定や品質検査のために原材料の容器を開封してサンプルを採
取する作業には相当な時間がかかることから、倉庫において製造に必要
とされる需要量を満たすことがさらに困難になります。 

今回の研究の目的は、Agilent Vaya ラマンハンドヘルド装置により、原
材料を相互に正確に識別できることを実証することです。Vaya では、容
器越しの原材料の測定が可能です。この機能により、原材料を受け入れ
てから、バイオ医薬品の上流プロセスにリリースするまでの時間を大幅に
短縮できます。

Agilent Vaya ラマンシステムによる同定試験

図 1. Agilent Vaya ラマンハンドヘルド分光装置を使用して、検疫倉庫で紙袋越しに
原材料を測定している様子 

Agilent Vaya ラマンハンドヘルド分光装置（図 1）を使用することで、生
物製剤用のバイオ医薬品原材料の同定検証が迅速になります。分光分析
の専門家でなくても、内容物の同定が必要な場所で、透明および不透明
容器越しに同定試験を実施することが可能です。Vaya 装置では、空間オ
フセット型ラマン分光法（SORS）により、わずか数秒で同定試験が完了
し、合否結果が得られるため、1 名のオペレータが数時間で原材料の受
け入れと製造段階へのリリースに容易に対応できます。また、サンプリン
グ室、容器の開封、個人用保護具、サンプリング室への原材料の出し入
れが不要になります。

空間オフセット型ラマン分光
ラマン分光法は、単色光を照射して成分を仮想的な電子状態に遷移させ
る励起と、それに続く共有結合の振動モードのプロービングにもとづく分
析法です。一般には、励起後の脱励起により単色光（レーザー）の波長
がシフトし、分子内の部分構造に特有のバンド（シフト）からなるラマン
スペクトルが生成されます。 

従来のラマン分光法（図 2）では、容器自体ではなく容器の内容物が主
に励起されるように、レーザーの焦点を光学的に配置し、分光装置の開
口部からのオフセット位置でラマン信号を最大にすることで、透明容器越
しの分析が可能になります。 

図 2. 従来のラマン分光法の構成

SORS は従来のラマン分光法とは異なり、拡散散乱材料を通過する光伝
搬の特性とラマン分光法を組み合わせることにより、真の容器越しの分
析を実現します。 

SORS では、近点照明（検出器に近い位置）と、物理的なオフセット（検
出器より離れた位置）によって相互にずれた収集エリアが使用されます
（図 3）。

図 3. SORS 分光法の構成
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このオフセット構成では、レーザーが成分内に伝搬し、主にサンプル表面
下から発生したラマン光子が検出エリアで収集されます。この構成で生成
されるのは、サンプル表面下の「情報」を豊富に含むスペクトルです。一
方、物理オフセットなし、つまりオフセット「ゼロ」で生成されるスペクト
ルには、最上層の「情報」が豊富に含まれます。容器越しに原材料を同
定する際には、原材料に関する情報が豊富な「オフセット」スペクトルか
ら、容器に関する情報が豊富な「ゼロオフセット」スペクトルを差し引くこ
とができます。これによって得られるスペクトルは、容器の寄与を除外した
原材料のみのスペクトルに相当し、それをもとに同定検証を行えます。 

従来のラマン分光法とは異なり、SORS では、同定試験を多様な透明お
よび不透明容器越しに確実に実施できます。褐色瓶、FIBC、多層紙袋、
色付きおよび透明プラスチックライナ、および不透明の色付きポリエチレ
ン製容器など、容器内の原材料を正確に同定することが可能です。

SORS 技術を搭載した分光装置は、弱くそして小さいラマン断面を持つ
原材料の透明容器越しの同定に特に有効です。SORS 分光装置には、超
高感度 CCD 検出器が搭載されており、かなり減衰したオフセット信号、
すなわちゼロオフセット構成における低散乱体からの微弱な信号が捕捉
されます。

実験方法
バイオ医薬品原材料を相互に識別する Vaya 装置の性能を評価するため
に、一般的に用いられている幅広い原材料を購入しました。すべてのサン
プルは、Sigma Aldrich 社製の試薬グレードで、透明および不透明容器
で提供されました。サンプルの測定は、納品されたままの状態で行いまし
た。サンプルには、アミノ酸、生物学用バッファ、細胞培地、界面活性剤、
および無機塩の 5 つのクラスの代表的なバイオ医薬品原材料を選択しま
した。具体的には次のとおりです。

 – 生物学用バッファ：グッドバッファの 1 つである HEPES（2-[4-(2-ヒ
ドロキシエチル) ピペラジン-1-イル] エタンスルホン酸、CHES（2-(シ
クロヘキシルアミノ) エタンスルホン酸、TRIS（2-アミノ-2-(ヒドロキ
シメチル) プロパン-1,3-ジオール。3 種類のバッファはすべて、白色
ポリエチレン製容器で納品されました。

 – 界面活性剤：Triton X100i（2-[4-(2,4,4-トリメチルペンタン-2-イル) 
フェノキシ] エタノール、PEG（ポリエチレングリコール）、およびポリ
ソルベート 80（PS 80）。Triton X100 および PEG は白色ポリエチ
レン製容器で、またポリソルベート 80 は褐色瓶で納品されました。

 – アミノ酸：L-アラニン、L-フェニルアラニン、グリシン。3 種類のアミ
ノ酸はすべて、白色ポリエチレン製容器で納品されました。

 – 細胞培地：HAM�s F10 および RPMI-1640。細胞培地は少量であっ
たため、ガラスバイアルと半透明の小型 PE 製容器（無色）に移し
ました。 

 – 無機塩：リン酸二水素カリウム、リン酸水素二カリウム、リン酸カル
シウム（TCP）。3 種類の無機塩はすべて、白色ポリエチレン製容器
で納品されました。

各クラスの原材料について、それぞれのラマンスペクトルを Agilent Vaya 
ラマン装置で容器越しに直接取り込みました。その後、識別のために、ク
ラスごとに各原材料のスペクトルを重ねました。5 つのクラスの原材料の
測定は、図 4 に示すように、メーカーから納品された容器のままで行い
ました（別途記載がない場合）。 

図 4. Vaya 装置で白色ポリエチレン製容器越しに原材料を分析している様子と、 
納品時に原材料が入っていた容器の例（生物学用バッファ） 

各スキャンを取り込むために使用した分析条件は、装置によって自動的
に設定され、オペレータは介入しませんでした。すべてのサンプルの測定
は、室温で環境光（自然光 LED ライト）下で行いました。各スキャンは、
35 秒以内に完了しました。ラマンスペクトルおよび SORS スペクトルの
取り込み前に、性能適格性評価を実施しました。

結果と考察
HEPES、CHES、および TRIS バッファのラマンスペクトルを図 5 に示し
ます。3 つのどのスペクトルにも特異的なラマンバンドが明確に現れてお
り、これらのバンドをもとに、上流プロセスへのリリース前にバッファの同
定およびスペシエーションを行えます。特に、HEPES および CHES は、
部分的に共通する構造骨格を持っていますが、600～ 1300 cm-1 領域
に現れている脂環のバンドを使用すれば、容易に識別できます。 



4

図 5. 各白色ポリエチレン製容器越しに直接得られた生物学用バッファの 
ラマンスペクトルの重ね表示 

Triton X100、PEG、および PS 80 界面活性剤のラマンスペクトルを図 6 
に示します。Triton X100、PEG、および PS 80 は、相互に容易に識別
できます。PS 80 のラマンスペクトルの 1650 cm-1 付近に現れているバ
ンドは、モノオレート類の存在を示す特徴的なバンドであり、他の 2 種類
の界面活性剤と識別するうえで主要な役割を果たします。Triton X100 
のスペクトルの 1615 cm-1 にあるバンドは、芳香環の存在を示し、3 種
類の界面活性剤を識別する際に役立ちます。

図 6. 各容器越しに直接得られた界面活性剤のラマンスペクトルの重ね表示 

図 7 は、アミノ酸である L-アラニン、L-フェニルアラニン、および L-グリ
シンのスペクトルの重ね表示です。これらの 3 種類のアミノ酸は、それぞ
れの特異的マーカーによって容易に識別できます（2）。アラニンについて
は、852 cm-1 に現れている明確なバンドの存在が、他の脂肪族アミノ酸
のスペクトルと比較する際に決定的な識別因子になります。グリシンにつ
いては、894 cm-1（Cα–C、OCO、COO-対称伸縮）および 1327 cm-1（N–
Cα–H、NH3-逆対称面内変角（横ゆれ）、NH3-逆対称面内変角（横ゆ
れ）、N–Cα–Hα）に現れている 2 つのバンドの存在によって、この成分
のスペシエーションを行えます。また、フェニルアラニンについては、呼吸
振動を示す 1005 cm-1のバンド（δ 環）に注目することで、他の芳香族
アミノ酸やより単純な脂肪族アミノ酸との対比から容易にスペシエーショ
ンを行えます。

図 7. 各容器越しに直接得られたアミノ酸のラマンスペクトルの重ね表示

図 8. 各容器越しに直接得られた細胞培地のラマンスペクトルの重ね表示



図 8 は、RPMI-1640 および Ham� s F10 細胞培地のスペクトルの重ね
表示です。SORS 分光法では、透明なバイアル越しでも半透明のポリエ
チレン製容器越しでも、これらの 2 種類の乾燥粉末培地（DPM）を識別
できます。DPM は、塩化ナトリウムなどのラマン不活性の無機イオン性
塩と、糖やバッファなどのラマン活性材料（イオン性および有機）を主成
分とし、この他にアミノ酸、ビタミン、無機塩などの低質量百分率のラマ
ン活性材料が含まれています。その結果、取り込まれるラマンスペクトル
には、DPM の組成が部分的に反映されますが、識別は、主に高質量百
分率のラマン活性成分またはラマン散乱断面（σ）の大きい成分、あるい
はその両方にもとづいて行います。つまり、SORS は、組成を正確に確認
する手段としては使用できないものの、DPM の高質量 % 成分または断
面の大きい成分にもとづいて、納品される DPM を識別する迅速な手段
になり得ます。

図 9. 各容器越しに直接得られた無機塩のラマンスペクトルの重ね表示

図 9 は、一般的に用いられている無機塩のスペクトルの重ね表示です。
SORS 分光法では、「リン酸塩」コアや対イオンのプロトン化レベルに関
わらず、3 種類すべてのリン酸誘導体を識別できます。 

結論
Agilent Vaya ラマンハンドヘルド装置で提供される SORS 分光法によ
り、容器を開封することなくバイオ医薬品原材料を正確に識別することが
できました。 

容器越しの測定で、各原材料について十分に高品質のスペクトルが 35 
秒未満で得られ、スペクトルをもとに、同じクラスの原材料を相互に識別
することができました。 

今回の研究で用いた乾燥粉末培地など、半透明容器入りの原材料も測
定できました。以上の結果から、上流プロセスで使用される幅広い原材
料について、容器の寄与を差し引くことのできる SORS の有効性が実証
されました。 

透明および不透明容器越しに高速分析を行える Agilent Vaya は、大量
のバイオ医薬品原材料の試験に最適です。Vaya ラマン装置なら、原材料
の同定を受け入れ直後の検疫で行えます。また、サンプリング室の清掃、
サンプリング/分析のための隔離エリアへの容器の出し入れなど、FTIR 
や従来のラマン分光法で必要となる多くのステップの一部またはすべてが
不要になります。さらに、原材料を無菌状態に保ち、その劣化に伴うコス
トを削減することもできます。
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