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要約

特定のアッセイのための固定相のバッチ間試験は、分析法の頑健性実験として⼀般的に⾏われています1-3。 これらの

試験を成功させるためには、再現性の⾼いカラムが不可⽋であり、アッセイの使⽤期間にわたる性能を保証するために

も重要になります。ウォーターズのカラムケミストリーの再現性を実証するため、5 年間にわたって製造された 3 つの

バッチで ACQUITY UPLC HSS T3 で内因性ステロイドホルモンの分析を実施しました。保持時間、ピーク⾯積、ピーク

幅、ピーク対称性の %RSD 値が低いことから、HSS T3 固定相の再現性が⾼く、最も古いバッチと最新のバッチの間で

クロマトグラフィー性能の差がほぼ⾒られないことが分かります。

アプリケーションのメリット

製造時期が互いに離れている 3 つのバッチの HSS T3 充塡剤において、バッチ間性能が同等■

除タンパクして固相抽出したサンプルに対する ACQUITY UPLC HSS T3 カラムでのシグナルおよび検出が向上■
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はじめに

質の⾼い製品、特に液体クロマトグラフィー（LC）固定相およびカラムを使⽤することで、アッセイについて⽣成され

たデータが、時間が経過しても正確で再現性のあるものになります。LC 固定相の品質は、特定のアッセイについての

バッチ間再現性試験によって測定できます。これにより、製造された各ロットの充塡剤が同等に機能することが保証さ

れます。ほとんどのバッチ間試験は、分析法バリデーションキット内の充塡剤など、特定の時期に製造された 3 バッチ

の充塡剤を使⽤して⾏われます。これらの充塡剤は良好に機能しますが、それらを使⽤して得られるのは、製品の全体

的な品質のスナップショットのみである可能性があります。全体像を把握するには、製造時期が互いに離れているバッ

チをテストする必要があり、これによって製品全体の品質の範囲が改善します。 

ACQUITY HSS T3 固定相は、全多孔性シリカ粒⼦を使⽤した⼀般的に使⽤される C18 結合相です。この相は、疎⽔性化

合物の分離を損なうことなく、従来の C18 よりも極性分析種の保持が⾼まるように設計されています。この相は、多く

のアプリケーションや論⽂で、剤形中の低分⼦医薬品からバイオ分析アプリケーションに⾄るまで、様々な分離に使⽤

されています4-6。 HSS T3 充塡剤の品質を実証するために、3 本のカラムに異なるバッチの充塡剤を使⽤しました。こ

れらの充塡剤は、2016 年から 2021 年までの 5 年間に製造されたものです。3 本のカラムすべてを使⽤して、ヒト⾎清

中の内因性ステロイドホルモンを分離し、すべてのカラムにわたるデータの再現性を評価しました。

実験⽅法

サンプルの説明

ヒト⾎清は、固相抽出（SPE）と除タンパク（PPT）によって前処理しました。PPT はアセトニトリル（3：1 アセト

ニトリル：⾎清）を使⽤して⾏いました。サンプルをボルテックス混合して遠⼼分離し、上清を除いて分析に⽤いまし

た。SPE は、Oasis HLB 1 cc 30 mg カートリッジ（製品番号：WAT094225 <

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/sample-preparation--filtration/wat094225-oasis-hlb-1-cc-vac-

cartridge-30-mg-sorbent-per-cartridge-30--m-1.html> ）を使⽤して⾏いました。吸着剤は、メタノールでコンディ

ショニングし、⽂献の記載にしたがって⽔で平衡化しました7。 汎⽤的な SPE 条件を使⽤し、100% アセトニトリルを

⽤いて溶出しました。この溶出物を 60 ℃ 窒素下で蒸発乾固し、100 μL の Milli-Q ⽔で再溶解して分析に⽤いました。

LC 条件

バイナリーソルベントマネージャー（BSM）、サンプLC システム：
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ルマネージャーフロースルーニードル（SM-FTN）、

および PDA 検出器を備えた ACQUITY UPLC I-Class 

PLUS

検出： ⾎清ホルモンの MRM は表 1 に記載

カラム： ACQUITY UPLC HSS T3、1.8 µm、2.1 × 50 mm（製

品番号 186009467）

3 つの充塡剤バッチ：

189 ‒ 2016 年 10 ⽉に製造

233 ‒ 2019 年 11 ⽉に製造

270 ‒ 2021 年 11 ⽉に製造

カラム温度： 30 ℃

サンプル温度： 10 °C

注⼊量： 5.0 μL

流速： 0.6 mL/分

移動相 A： 0.1% ギ酸含有 Milli-Q ⽔

移動相 B： 0.1% ギ酸アセトニトリル溶液

グラジエントプロファイル： 5% 〜 95% B を 5.0 分で、95% B を 0.5 分間保持。

MS 条件

MS システム： Xevo TQ-S micro

イオン化モード： ESI+
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取り込み範囲： MRM の概要を表 1 に⽰す

キャピラリー電圧： 3.0 kV

コーン電圧： 分析種によって異なる（表 1）

脱溶媒温度： 500 ℃

脱溶媒流量： 500 L/時間

コーンガス流量： 10 L/時間

データ管理

クロマトグラフィーソフトウェア： MassLynx v4.1

結果および考察

カラム試験の前に、アッセイを最適化するため、2 種類のサンプル前処理メソッドを評価しました。PPT および SPE 

を、ヒト⾎清のサンプルに対して実施しました。「実験⽅法」セクションで概説した Oasis HLB 1 cc 30 mg カートリ

ッジを使⽤する SPE プロトコルは、この実験⽤に最適化しませんでした。汎⽤的な SPE 条件を使⽤して、PPT と⽐較

した場合の SPE の有効性を実証しました。SPE プロトコルを最適化することで、シグナルが更に改善する可能性があ

ります。単⼀バッチの ACQUITY UPLC HSS T3 1.8 μm、2.1 × 50 mm を使⽤して、両⽅のサンプル前処理メソッドを

分析し、予想される分析種の質量分析（MS）シグナル強度を評価しました。図 1 に、⾎清中に検出されたステロイド

ホルモンについての SPE と PPT の結果の⽐較を⽰します。 
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図 1.  内因性ステロイドホルモンの検出におけるヒト⾎清のサンプル前処理メソッドとしての SPE と PPT の⽐較。シグ

ナル強度の差を丸で⽰しています。 

⾎清中のステロイド候補を試験しました8。 これらの条件下での SPE の後に、4 種類のステロイドホルモンが 1e5 を上

回るシグナル強度で検出されました。他のステロイドは検出されませんでした。ピーク同定は、ステロイドの標準混合

液を⽤い、表⽰した試験条件を⽤いて⾏いました。PPT 後の結果では、2 種類のステロイドホルモン（テストステロン

、コルチゾール）のみが検出され、SPE と⽐較してかなり低いシグナルになりました。PPT 後では、アンドロステンジ

オンとプロゲステロンは検出されませんでした。SPE では、コルチゾールのシグナルが 5 倍に増加し、テストステロン

のシグナルが約 30 倍に増加していました。これにより、ピークの検出が容易になるだけでなく、アッセイの LOD と 

LOQ も低くなり、SPE による回収試験のダイナミックレンジが広くなります。SPE ではまた、リン脂質その他の問題

のある化合物を除去することで、より清浄なサンプルが得られます9,10。清浄なサンプルを⽤いることで、装置やカラ

ムが汚れる確率が低くなるとともに、イオン化抑制やイオン化促進などのマトリックス効果が低減します。カラムの⽐

較を進めるにあたり、今後サンプル前処理には SPE を使⽤します。

SPE により新たにサンプルを調製し、製造時期が互いに離れている 3 つのバッチの ACQUITY UPLC HSS T3 1.8 μm 充

塡剤を評価しました。これらのバッチは 5 年間にわたって製造されたもので、最も古いバッチは 2016 年 10 ⽉に製造お

よび試験されています。残りのバッチは 2019 年 11 ⽉と 2021 年 11 ⽉に製造されたものです。図 2 に、3 本のカラム

で得られた 4 種類の内因性ステロイドのクロマトグラムを⽰します。システムのキャリーオーバーがないことを確認す

るために、各カラムで⾎清の繰り返し注⼊を⾏い（n = 3）、前後に 2 つのブランクを注⼊しました。  
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図 2.  ⾎清中の内因性ステロイドホルモンについてのカラムのバッチ間⽐較。バッチ番号と製造⽇が⽰されています。 

1）コルチゾール、2）テストステロン、3）アンドロステンジオン、4）プロゲステロン。

3 本のカラムすべてで、内因性ステロイドの分析において同等の結果が得られました。3 本のカラムすべて、およびプ

ールしたデータサンプルについて、ピーク保持時間、ピーク⾯積、ピーク幅、ピーク対称性をモニターおよび評価しま

した（表 2）。保持時間の %RSD は、各カラム（n = 3）およびプールしたデータセット（n = 9）のすべてのプローブ

について 1% 未満でした。ピーク⾯積の再現性は、各カラムおよびプールされたデータサンプルについて %RSD 5% 未

満と良好でした。同様に、ピーク幅（半値幅）とピーク対称性についても、低い %RSD が得られました。 
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5 年にわたって製造された充塡剤でも、このアッセイのバッチ間再現性は良好です。このレベルの再現性を備えた充塡

剤を使⽤することで、数年に及ぶこともあるアッセイの使⽤期間の間、同じ性能が得られることが保証されます。ウォ

ーターズのカラムは、厳格な品質管理および製造プロセスを通じてこのレベルの再現性を提供しており、これらのカラ

ムで得られるデータが最⾼品質であることが保証されます。 

結論

ウォーターズの粒⼦およびカラムの製造プロセスの品質を実証するため、5 年間にわたって製造された 3 バッチの 

ACQUITY HSS T3 固定相を使⽤して、ヒト⾎清中の内因性ステロイドホルモンを分離しました。再現性試験のためのす

べてのサンプル前処理に SPE を使⽤しました。

これら 3 つのバッチでは、再現性のあるクロマトグラフィー性能が⽰されました。保持時間の %RSD 値は、各カラムお

よびプールしたデータセット（n = 9）について 1% 未満でした。また、ピーク⾯積、ピーク幅、ピーク対称性の %RSD 

は、検出した分析種について 5% 未満でした。これらの結果からは、充塡剤が 5 年離れて製造されていても、同じ品質

のデータが得られることを⽰しています。同様のデータが何年にもわたって得られるというこのレベルの保証は、新し

い分析法を開発する際に⾮常に重要です。選択した固定相がロット間でも経年でも同等であることが分かっていること

で、追加の再作業を必要とせずに、アッセイの使⽤期間を延ばすことができます。 
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