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要約

このアプリケーションノートでは、3 つのアプリケーションを使⽤して、Waters Arc Premier システムを MaxPeak 

Premier カラムと組み合わせることによる性能上の利点を調査します。最初のアプリケーションでは、アデノシンヌク

レオチドをプローブとして使⽤し、不活性 MaxPeak High Performance Surfaces（HPS）テクノロジーが検出感度や

再現性などの重要な性能パラメーターに及ぼす影響を調査します。この試験では、濃度 0.5 μg/mL で開始するリン酸

化アデノシン誘導体が、Arc Premier システムでピーク⾯積が⼗分で、テーリングが顕著に少ない状態で、容易に検出

されたことが⽰されています。これらのピークは、他の 2 つの LC システム（標準ステンレススチール製システムおよ

び標準⽣体適合性合⾦製システム）では検出されません。2 番⽬のアプリケーションのステロイドリン酸エステル医薬

品の分析では、Arc Premier システム上で⾦属の影響を受けやすい化合物のピーク形状、感度、再現性、定量正確度が

向上することが実証されています。最後に、3 番⽬のアプリケーションの⾦属の影響を受けにくい化合物の混合物の逆

相分析では、⾦属の影響を受けにくい化合物の分析において、ステンレススチール製カラムであるか MaxPeak 

Premier カラムであるかとは関係なく、標準ステンレススチール製システム、標準⽣体適合性合⾦製システム、Arc 

Premier システムの間で分析法を正常に移管できることが⽰されています。 

アプリケーションのメリット

MaxPeak High Performance Surfaces（HPS）テクノロジーにより、課題となる⾦属の影響を受けやすい分析種の

検出および定量での不確かさが最⼩限に抑えられる

■
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ピーク形状、感度、再現性、定量正確性の向上■

⾦属の影響を受けにくい分析種に対して、Arc Premier システム、標準ステンレススチール製システム、⽣体適合

性合⾦製システムの間で分析法をシームレスに移管可能

■

はじめに

歴史的に、電⼦が豊富な分⼦が含まれている分析種は、ステンレススチール（SS）、⽣体適合性チタンやニッケルコバ

ルト合⾦（MP35N）などの⾦属ベースの LC システムおよびカラムに課題をもたらします。リン酸基、⾮荷電アミン、

脱プロトン化カルボキシル基などの電⼦が豊富な分⼦は、LC システムおよびカラムにわたって⾦属表⾯でのキレート

の影響を受けやすくなっています1。その結果、⾦属の影響を受けやすい化合物に対して、標準ステンレススチールカ

ラムを装着した LC システムでは、ピーク形状の不良、感度の低下、再現性および頑健性の低下が認められました。こ

れらの⾦属-分析種間相互作⽤は、分析法の開発に悪影響を及ぼします。キレート試薬、PEEK チューブ、システムの不

動態化などの回避策は、永続的でなく、特定の溶媒と適合せず、MS 検出でのイオン化効率が低下します2。

⾦属の影響を受けやすい化合物の分析という課題に対処するため、ウォーターズは ACQUITY Premier システム、Arc 

Premier システム、MaxPeak Premier カラムを開発しました。ACQUITY Premier システムにより、2 μm 未満のカラ

ムケミストリーを⽤いて研究および分析法開発を⾏う科学者に優れた性能が提供される⼀⽅で、Arc Premier システム

は、2.5 μm 以上のカラムケミストリーを⽤いたルーチンの LC 分析および分析法開発に対応するように設計されていま

す。ACQUITY、Arc Premier システムおよび MaxPeak Premier カラムは、MaxPeak HPS テクノロジーに基づいてい

ます。HPS は、エチレン架橋型ハイブリッドシリカに類似した⾼度に架橋された層で構成されています3。 MaxPeak 

HPS テクノロジーは、⾦属表⾯との望ましくない相互作⽤を最⼩限に抑える⾮常に効果的なバリアを提供します。  

この試験では、アデノシンとそのリン酸化誘導体をプローブとし、クロマトグラフィー表⾯が⾦属の影響を受けやすい

分析種の検出にどのように⼤きく影響することがあるかを⽰しています。次に、リン酸エステル型ステロイド薬の分析

を例として⽤い、Arc Premier ソリューションの利点を浮き彫りにし、強調しています。最後に、⾦属の影響を受けに

くい化合物の混合物を⽤いて、標準システム、標準⽣体適合性システム、Arc Premier システムでのクロマトグラフィ

ー性能の等価性が実証されます。  

実験⽅法
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LC システム

データ管理

クロマトグラフィーソフトウェア： Empower 3 FR5

ATP/ADP/AMP/アデノシンの分析

サンプル前処理

アデノシン三リン酸⼆ナトリウム（ATP）およびアデノシン⼆リン酸ナトリウム（ADP）は Sigma から、アデノシン

⼀リン酸（AMP）およびアデノシンは Acros から購⼊しました。すべてのサンプルは、95% 移動相 A、5% 移動相 B で

構成されるサンプル希釈液中に、0.5 μg/mL 〜 200 μg/mL の濃度になるように溶解しました。

分析条件
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グラジエントテーブル

HCP/BMP/DMP および類縁物質の分析

サンプル前処理

ヒドロコルチゾンリン酸エステル（HCP）トリエチルアミン、ベタメタゾンリン酸エステルナトリウム（BMP）、デキ

サメタゾンリン酸エステルナトリウム（DMP）、デキサメタゾン、デキサメタゾン酢酸エステルは Sigma Aldrich か

ら購⼊しました。すべてのサンプルは、90% ⽔および 10% アセトニトリルで構成されるサンプル希釈液中に 1 μg/mL 

〜 200 μg/mL の濃度になるように溶解しました。

分析条件
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グラジエントテーブル

⾦属の影響を受けにくい化合物の分析

サンプルの説明

アミトリプチリン塩酸塩は Sigma Aldrich から購⼊し、ロイシンエンケファリンはウォーターズ（製品番号 

186006013 <https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186006013-leucine-

enkephalin.html> ）から⼊⼿しました。いずれも⽔：アセトニトリル（50:50）に溶解し、Waters ACQUITY UPLC 

MS スタートアップ溶液 2（製品番号：700002741 <https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--

reagents/700002741-acquity---quattro-micro-or-quattro-premier-ms-start-up-solution-.html> ）と混合しました

。

分析条件
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グラジエントテーブル

結果および考察

ATP/ADP/AMP/アデノシンの分析：不活性表⾯の評価

電⼦が豊富な特質のため、化合物中のリン酸基が露出した⾦属部位と相互作⽤し、LC システムに吸着されることがあ

ります。その結果、イオンペアリング試薬が存在しない状態では、これらの化合物は、露出した⾦属表⾯を評価するた

めの理想的なプローブです。アデノシンヌクレオチドとそのリン酸化誘導体である ATP、ADP、AMP は、この⽬的の

ために、RP LC 分析法を⽤いて分析しました。リン酸化アデノシン誘導体のリン酸基の数によって化合物が結合する程

度が決まることから、ATP および ADP の領域を選択し、LC システムおよびカラムの⾦属表⾯が⾦属の影響を受けやす

い化合物の検出にどのように影響するかを実証しました（図 1）。標準ステンレススチール（SS）システム、および 

SS カラム付き標準 Bio MP35N システムの両⽅で、ATP および ADP は低濃度では検出されず、濃度を 25 μg/mL まで

上げると検出されましたが、強いテーリングを伴っていました（USP テーリング係数 > 2.0）。同じサンプルを 

MaxPeak Premier カラムと組み合わせた Arc Premier システムに注⼊すると、ATP と ADP の両⽅が 0.5 μg/mL とい

う低濃度から容易に検出され、⼗分なピーク⾯積とガウス分布のピーク形状（USP テーリング係数 1.5 未満）でした。

これにより、標準 SS システムおよび標準 Bio MP35N システムと⽐較して、低濃度の⾦属の影響を受けやすい化合物

の検出感度が⼤幅に向上していることが、実証されています。 
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図 1. SS カラムを⽤いた標準 SS システム、SS カラムを⽤いた標準⽣体適合性 LC システム、および MaxPeak Premier 

カラムを⽤いた Arc Premier システムにおける、0.5 μg/mL から 25 μg/mL まで濃度を上げたときの ATP および ADP 

の検出結果の⽐較

標準 SS システムおよび標準 MP35N bio LC システムでは、⾦属の影響を受けやすい化合物の複数回の注⼊にわたる再
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現性の低下は珍しくありません。ばらつきの程度は、具体的な化合物、システムの使⽤履歴と暴露、移動相などによっ

て異なります4。 図 2 に、これら 3 つの LC システムでの ATP 混合物の初回の注⼊と 100 回⽬の注⼊の⽐較が⽰されて

います。繰り返し注⼊中に、標準 SS カラム付き標準 SS システムおよび標準 SS カラム付き標準⽣体適合性システムの

両⽅で、ATP は検出不能から検出可能になり、標準⽣体適合性システムでは ADP が同様の結果になります。さらに、

標準 SS システムおよび標準⽣体適合性システムの両⽅で、注⼊回数が増えるとともに AMP のピーク⾯積が増加しま

す。MaxPeak Premier カラムを装備した Arc Premier システムでは、最初の注⼊と 100 回⽬の注⼊とを⽐較して、ピ

ーク⾯積の顕著な差は観察されませんでした。Arc Premier システムで観察されたピーク⾯積の再現性およびピーク形

状の改善は、特許取得済みの MaxPeak HPS テクノロジーによる⾦属-分析種間相互作⽤の効果的な抑制によるもので

す。

図 2. 標準 SS システム、標準⽣体適合性システム、Arc Premier システムでの、濃度 10 μg/mL の ATP、ADP、AMP、

および濃度 5 μg/mL のアデノシンの、初回の注⼊と 100 回⽬の注⼊の⽐較

採⽤している逆相分離は、すべてのヌクレオチドは保持しないため（ATP がボイドの付近で溶出する）、複雑なサンプ

ルマトリックスを処理する⼗分な頑健性を備えていないことがあります。ただし、ATP 混合物は、不活性クロマトグラ

フィー表⾯の有効性を調べるための有⽤なプローブとしての役⽬を果たします。

HCP/BMP/DMP および類縁物質の分析：感度、再現性、定量正確度の向上
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HCP と DMP、コルチコステロイドは、炎症を緩和し、内分泌疾患およびある種の免疫疾患・アレルギー疾患の治療に

使⽤されます5。 HCP および DMP の電⼦が豊富なリン酸塩基は、ATP と同様に、⾦属表⾯に吸着しやすくなっていま

す。図 3 では、標準 SS システム、標準⽣体適合性システム、Arc Premier システムでの HCP/DMP および類縁物質の

分析が、それぞれ濃度 1 μg/mL および 25 μg/mL で⽐較されています。3 種の化合物 HCP、BMP、DMP は、SS カラ

ムを使⽤する標準 SS システムおよび標準⽣体適合性システムの⾦属表⾯によって⼤きな影響を受けます。1 μg/mL と

いう低濃度では、これら 3 つの化合物は標準システムではほとんど検出されません。標準⽣体適合性システムではピー

ク強度が弱く、強いテーリングが発⽣し、そのためにピークの⼀貫した波形解析が困難でした。逆に、MaxPeak 

Premier カラムを組み合わせた Arc Premier システムでは、これら 3 化合物に対してシャープで対称性の良いピークが

観察されます。濃度を 25 μg/mL に上げると、標準 SS システムおよび標準⽣体適合性システムで、HCP、BMP、DMP 

のピークの強度が得られましたが、Arc Premier システムよりもピーク幅がはるかに広く、テーリングが⼤きくなりま

した。 

図 3.  標準システム（SS カラム）、標準⽣体適合性システム（SS カラム）、Arc Premier システム（MaxPeak Premier 

カラム）での異なる濃度の HCP/DMP および類縁物質の⽐較。（a）1、2、3 は 1 μg/mL、4、5 は 0.3 μg/mL、（b） 

1、2、3 は 25 μg/mL、4、5 は 7.5 μg/mL。（ピークのラベル： 1 - HCP、2 - BMP、3 - DMP、4 - デキサメタゾン、5 - 

デキサメタゾン酢酸エステル）。

ピークが広く、テーリングがあると、データの再現性および定量正確度に影響します。HCP を代表化合物として使⽤

して、標準システム、標準⽣体適合性システム、Arc Premier システムで得られた 6 セットの精度サンプルのピーク⾯

積 %RSD を⽐較しました（図 4）。6 セットの精度サンプルのうち、Arc Premier システムでは、ピーク⾯積 %RSD が 

0.05% 〜 0.3% の範囲で最も低く、標準システムでは ピーク⾯積 %RSD が 0.8% 〜 1.4% の範囲で最も⼤きく、標準
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⽣体適合性システムではその中間の 0.15% 〜 0.4% でした。これら 3 つのシステムで作成した 3 つの HCP 検量線の R2 

は、ピーク⾯積と同じ順序でした（図 5）。標準 SS システムと標準⽣体適合性システムのどちらの場合も、ピーク⾯

積対濃度の対数スケールでの表⽰で、低濃度では直線性から逸脱しており（図 6a）、低濃度ではレスポンス係数（ピ

ーク⾯積/濃度）の⼀貫性からも逸脱しているのが観察されました（図 6b）。直接の影響は、低濃度での HCP の定量

の 

% 偏差です。濃度 5 µg/mL での繰り返し注⼊の分析により、標準 SS システムおよび標準⽣体適合性システムの 6 セ

ットの検量線の中で、より⼤きなばらつきが⽰されています（最⼤ % 偏差は、標準 SS システムで 22%、標準⽣体適

合性システムで 15% でした）（図 7）。Arc Premier システムの場合、平均 % 偏差は 0.4 % であり、6 セットの HCP 

検量線の中で最⾼は 2.6 % でした。MaxPeak Premier カラムを使⽤する Arc Premier システムを採⽤することで、リ

ン酸エステル型ステロイド薬の分析における、データの再現性、感度、リニアダイナミックレンジ、定量正確度の⼤幅

な向上が達成されます。

図 4. 標準システム、標準⽣体適合性システム、Arc Premier システムでの、濃

度 25 μg/mL の HCP ピーク 6 セットの精度サンプルのピーク⾯積 %RSD の⽐

較（各バーは各セットの 6 回の繰り返しでのピーク⾯積 %RSD を表す）
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図 5. 3 つの LC システムの HCP の検量線。すべての検量線は 1/x の重み付けをして決定しました。標準システム（SS 

カラム）および標準⽣体適合性システム（SS カラム）のキャリブレーション範囲は 5 μg/mL 〜 200 μg/mL で、Arc 

Premier システム（MaxPeak Premier カラム）のキャリブレーション範囲は 1 μg/mL 〜 200 μg/mL です。

図 6.  HCP 標準試料の 2 つの代替プロット。（a）ピーク⾯積対濃度、（b）レスポンス係数（ピーク⾯積/濃度）対濃

度のプロット。キャリブレーション範囲は、標準 SS システムおよび標準⽣体適合性システムでは 5 μg/mL 〜 200 μ

g/mL、Arc Premier システムでは 1 μg/mL 〜 200 μg/mL。
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図 7. HCP の 6 セットの検量線の 5 μg/mL での定量正確度の % 偏差の⽐較 
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⾦属の影響を受けにくい化合物の分析：分析法移管

上記の ATP/ADP/AMP/アデノシンおよび HCP/BMP/DMP および類縁物質の分析の場合、MaxPeak Premier カラムと

組み合わせた Arc Premier システムのメリットは、⾦属の影響を受けやすい化合物に対する感度、再現性、リニアダイ

ナミックレンジ、定量正確性について明確に⽰されています。アデノシン、デキサメタゾン、デキサメタゾン酢酸エス

テルなど、これら 2 つの事例での⾦属の影響を受けにくい化合物では、ピーク形状、検出感度、データ再現性は、3 つ

の LC システム間で同等です（データは⽰されていません）。このことから、使⽤するカラムの種類（ステンレススチ

ールまたは MaxPeak Premier カラム）に関係なく、⾦属の影響を受けにくい化合物の LC 分析法を、標準 SS システム

、標準⽣体適合性システム、Arc Premier システムの間で移管できることがわかります。   

標準 SS システム、標準⽣体適合性システム、Arc Premier システムの間での LC 分析法の移管可能性を⽰すために、化

学特性と物理特性が異なる 7 種の⾦属の影響を受けにくい化合物の混合物を例として選択しました。標準 SS システム

および標準⽣体適合性システムの両⽅では SS ハードウェア付きカラムを使⽤し、Arc Premier システムでは MaxPeak 

HPS ハードウェア付き MaxPeak Premier カラムを使⽤しました。これらの 3 つのシステムの間で、保持時間およびピ

ーク形状が同様の、同等のクロマトグラフィープロファイルが観察されました（図 8）。表 1 に、それぞれ濃度 10 μ

g/mL のこれら 7 種の化合物の 6 回の繰り返し注⼊について、保持時間の標準偏差（RT SD）とピーク⾯積の %RSD の

⽐較が⽰されています。標準 SS システム、標準⽣体適合性システム、Arc Premier システムでの、7 種の化合物すべ

てについて、保持時間の標準偏差は 0.05 〜 0.22 秒で、ピーク⾯積の %RSD は 0.04 〜 1% です。これら 3 つの LC シ

ステムの間での⾦属の影響を受けにくい化合物の分析の移管可能性は、クロマトグラフィー性能が同等であることによ

って実証されています。 
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図 8.  3 つのシステムでの⾦属の影響を受けにくい化合物の逆相アプリケーションの⽐較（ピークラベル： 1 - アセトア

ミノフェン、2 - カフェイン、3 - ロイシンエンケファリン、4 - スルファジメトキシン、5 - アミトリプチリン、6 - レセ

ルピン、7 - テルフェナジン）。各化合物の濃度は 10 μg/mL です。
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表 1.  標準 SS システム（SS カラム）、標準⽣体適合性システム（SS カラム）、Arc Premier システム（MaxPeak 

Premier カラム）の間での、⾦属の影響を受けにくい化合物（それぞれ濃度 10 μg/mL）の保持時間の標準偏差（RT SD

）およびピーク⾯積の %RSD の再現性（n = 6）の⽐較。

結論

ウォーターズの特許取得済みの MaxPeak High Performance Surfaces テクノロジーで構築されている MaxPeak 

Premier カラム付き Arc Premier システムは、従来のステンレススチール LC システムや⽣体適合性合⾦ LC システム

に⾒られる⾦属表⾯に吸着する傾向がある、歴史的に困難な課題である分析種に対する解決策を提供します。

ATP/ADP/AMP/アデノシン混合物をプローブとして適⽤すると、Arc Premier システムでは、他の 2 つの⾦属ベースの 

LC システムと⽐較して、検出感度とピーク形状が⼤幅に改善されました。ステロイドリン酸エステル化合物の分析で 

MaxPeak Premier カラム付き Arc Premier システムを採⽤することにより、データの精度、感度、定量の % 偏差の改

善が達成されます。最後に、⾦属の影響を受けにくい化合物の分析で、MaxPeak Premier カラム付き Arc Premier シ

ステムでは、従来の SS システムおよび⽣体適合性合⾦ LC システムと同等のクロマトグラフィー性能が得られます。
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2998 フォトダイオードアレイ（PDA）検出器 <https://www.waters.com/1001362>

2489 UV/Vis 検出器 <https://www.waters.com/515198>

Empower クロマトグラフィーデータシステム <https://www.waters.com/10190669>
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