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要約

逆相液体クロマトグラフィー（RPLC）は、ペプチドマッピング分析での主要な分析ツールです。複雑なペプチドマッ

ピングでは、複数の消化産物やプロダクトバリアントペプチドを⼗分に分離するために、⻑く浅いグラジエントが必要

な場合があります。MaxPeak™ HPS テクノロジーを搭載した ACQUITY Premier バイナリーシステムは、⾼いグラジエ

ント忠実性を考慮すると、このタスクに最適です。ACQUITY Premier システムは、5 ⽇間の試験にわたって他社製の

⽣体適合性 UHPLC システムと⽐較したところ、優れた保持時間再現性が実証されました。

アプリケーションのメリット

紫外線（UV）ベースおよび質量分析（MS）ベースの検出で、意味のある流速での浅いグラジエントの⾼い忠実度に

基づく優れた保持時間の再現性

■

ピークアライメントアルゴリズムが不要な簡素化されたペプチドマップの適合性■

はじめに
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RPLC は、ペプチドマッピング分析で広く使⽤されているクロマトグラフィーメソッドです。モノクローナル抗体（

mAb）などの複雑な⽣体分⼦の詳細像を得るために、さまざまな消化酵素を使⽤してタンパク質をさまざまなポイント

で開裂し、その結果得られる⼩ペプチドの混合物を分析することで、分⼦をより深く理解できます。逆相超⾼速液体ク

ロマトグラフィー（RP-UHPLC）は、バイオ医薬品タンパク質のペプチドマップの最新の分析でほとんどの場合に使⽤

されるクロマトグラフィーメソッドです1。

バイナリーポンプ溶媒送液モジュールを搭載したウォーターズの ACQUITY Premier システム（図 1）は、この種類の分

析に最適です。⾼圧混合バイナリーポンプは、ペプチドマッピングアプリケーションに最適で、特に再現性のあるピー

ク保持時間を得るために正確な組成再現性が必要な、浅いグラジエントを使⽤するアプリケーションに最適です。この

アプリケーションノートでは、ACQUITY Premier システムおよび他社製の⽣体適合性システムで、⼀般的なカラムとサ

ンプルを使⽤してエノラーゼ消化を 5 ⽇間にわたって分析しました。グラジエントプロファイル全体に広がってペプチ

ドの保持時間をモニターすることで、結果をシステム間で⽐較しました。全体として、いずれのシステムも良好に機能

しましたが、ACQUITY Premier システムは、他社製のシステムと⽐較して良好な保持時間再現性を⽰しました。
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図 1.フォトダイオードアレイ検出器を搭載した ACQUITY Premier UPLC バイナリーバイオシステム
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実験⽅法

サンプルの説明

バイアル 2 本の MassPREP エノラーゼ消化標準試料（製品番号：186002325 <

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--reagents/186002325-massprep-enolase-digestion-

standard.html> ）を、0.1% トリフルオロ酢酸（TFA）⽔溶液 100 µL に再溶解しました。両⽅のバイアルを 10 秒間

ボルテックスして確実に再溶解し、⼀緒にプールしました。プールしたサンプルを 10 秒間ボルテックスし、90 µL を 2 

本のトータルリカバリーバイアル（製品番号：186002805 <https://www.waters.com/nextgen/global/shop/vials-

containers--collection-plates/186002805-clear-glass-12-x-32-mm-screw-neck-total-recovery-vial-1-ml-

volum.html> ）に移して、バイアルを冷却したオートサンプラー中に直ちに置きました。

LC 条件

LC システム： ACQUITY APC™ リザーバーキャップキット（製品番

号：205001152）を装備した ACQUITY Premier バイ

ナリーシステム、標準的なリザーバーキャップを使⽤

する X 社製の⽣体適合性 UHPLC バイナリーシステム

検出： フォトダイオードアレイ検出器（PDA）（ACQUITY 

Premier システム）、ダイオードアレイ検出器（

DAD）（X 社）、214 nm @ 10 Hz

バイアル： トータルリカバリー（製品番号：186002805）

カラム： ACQUITY UPLC™ Peptide CSH™ C18、130 Å、1.7 

µm、2.1 × 150 mm（製品番号：186006938）

カラム温度： 65 ℃

サンプル温度： 6 ℃

注⼊量： 10 µL

移動相 A： 0.1% TFA ⽔溶液
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移動相 B： 0.1% TFA 含有アセトニトリル

ニードル洗浄/パージ溶媒： 25:75 移動相 A：移動相 B

シール洗浄溶媒： ⽔/メタノール 80:20

グラジエントテーブル

データ管理

クロマトグラフィーソフトウェア： Empower™ 3.6.1

結果および考察

⽣体分⼦の酵素消化によって⽣成したペプチドが含まれている溶液には、多くの場合複雑で、⽣物物理学的特性が⼤き

く異なる何⼗から何百のペプチドピークが含まれます。⼀般に、ペプチドの疎⽔性は、ペプチドの⻑さ、またはペプチ

ドフラグメント内のアルキルアミノ酸残基と芳⾹族アミノ酸残基の増加によって強くなります2。 ⽣じた混合物は複雑

なクロマトグラム（ペプチドマップ）を⽰し、分⼦を理解するためには、これらのクロマトグラムを慎重に分析して、

どのピークがペプチドに対応するかを理解する必要があります。これらのマップ中の多数のピークを分離するために、

移動相中の有機溶媒の⽐率が徐々に増加する、⻑く浅い逆相グラジエントが多くの場合採⽤されます3。 ⻑いグラジエ

5⻑く浅いグラジエントを⽤いるペプチドマッピング分析への ACQUITY™ Premier バイナリーシステムの適⽤性の実証



ントにわたって有機含量が少しづつ変化することで、類似の疎⽔性のペプチドの分離が可能になります。有機組成の⼩

さい変化を精密に実現して送液するクロマトグラフィーシステムのポンプの機能が、結果の再現性にとって⾮常に重要

です。グラジエントプロファイル全体にわたって有機組成にどのような⼩さな変化があっても、ピークの保持時間がシ

フトし、データの解釈と⽐較が困難になります。

ACQUITY Premier バイナリーシステムは、⾼圧混合バイナリーポンプによって優れた溶媒送液精度が得られるため、ペ

プチドマッピングでの分離に最適です。このアプリケーションノートでは、保持時間の再現性をポンプ性能の尺度とし

て使⽤し、ACQUITY Premier バイナリーシステムを⾸位の他社製⽣体適合性 UHPLC バイナリーシステム（X 社）と⽐

較しています。

システムの再現性を評価するため、以前の研究から適⽤した⽅法を使⽤して、ACQUITY Premier と他社製システムでの 

5 ⽇間の試験を 2 週間にわたって実施しました4。移動相とサンプルを毎⽇調製し、システムごとに試験開始時に提供さ

れた新しいカラムを使⽤して、複数のシステムを同時に実⾏しました。⻑いサンプルセット時間と移動相成分の揮発性

を考慮して、低蒸発ボトルキャップを使⽤して溶媒の安定性を確保しました。サンプルセットには、Waters エノラー

ゼ消化標準試料の 6 回の繰り返し注⼊が含まれ、ブランク移動相の注⼊がその間に挟み込まれました。システムには、

試験の前に性能の適格性評価を⾏いました。各サンプルセットを開始する前にダイナミックリークテストを実施して、

ポンプが正常に動作していること、およびグラジエントの送液精度に影響を与える可能性のあるリークがシステムにな

いことを確認しました。

図 2 に、両システムでのエノラーゼ消化標準試料の代表的なクロマトグラムが⽰されています。この分析では、消化物

に含まれる早く溶出する⾼極性ペプチドを⼗分に分離するために、移動相の有機溶媒⽐率は⾮常に低い値（1%）で開

始します。ほとんどの分析種の分離を達成するとともに、バイナリーポンプの溶媒送液精度を試験するために、85 分

にわたって移動相の有機溶媒⽐率が 0.58%/分で変化する⻑く浅いグラジエントを採⽤しました。他社製システムでの

絶対保持時間は、カラムコンパートメント内のカラム切り替えバルブおよびグラジエントディレイボリュームが異なる

ことによる、システムボリュームの増加のため、ACQUITY Premier システムよりわずかに⻑くなっています。さらに 

2 つのシステム間の選択性の⼩さい変化が明らかであり、図では括弧で強調表⽰されています。前述したように、サン

プルの複雑な性質により、構造的に類似した多くのペプチドが⽣じ、それらをクロマトグラフィー分離することが困難

な場合があります。このため、グラジエント送液、カラム温度制御、溶媒混合、および/またはグラジエントディレイ

ボリュームのわずかな変化が、選択性の検出可能な変化につながる可能性があります。これは、確⽴されている分析法

をシステム間で移管することが困難であることの証であり、システムと分析種の間の相互作⽤を制限するように具体的

に設計された分析法でも同様です。
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図 2.ACQUITY Premier と他社製システムの両⽅で得られた、エノラーゼ消化標準試料の積み重ねクロマト

グラム。保持時間の再現性についてモニターした 21 のピークが⽰されています。⾊付きの括弧により、

システム間で選択性の違いが⽣じるピークが区別されています。クロマトグラムは、波⻑ 214 nm を使⽤

した 2 ⽇⽬の試験の 2 回⽬の注⼊から得られたものです。

各システムの性能を評価するために、21 のペプチドのピークを、サンプルセット内および 5 ⽇間の試験にわたる保持

時間の再現性についてモニターしました。共溶出するピーク、およびシステム間で選択性に変化があったピークを除外

するように注意しました。図 3 に、両⽅のシステムでの 21 のピークすべてについて、⽇ごとの保持時間の標準偏差の

平均値が⽰されています。1 つのシステムセット内での異なる⽇にわたる識別できる傾向は、認められませんでした。

図 4 に、5 ⽇間の試験にわたる合計標準偏差の平均が⽰されています。移動相調製、サンプル前処理、室温、カラム温

度、オートサンプラー温度での相違のすべてが、絶対保持時間のわずかな変動につながることがありますが、これらは

ポンプの性能を⽰すものではありません。複数の⽇にわたる平均標準偏差は、変動の外的要因を排除するために、⽇内

標準偏差の平均を取って計算しました。いずれの場合も、ACQUITY Premier システムでは保持時間の標準偏差が 

13%（ピーク 1） 〜 146%（ピーク 17）と⼩さく、他社製システムと⽐べて向上していました。このことは、

ACQUITY Premier システムのバイナリーポンプが、数回の注⼊および複数⽇にわたって、再現性のある、繰り返し可

能なグラジエントを送液できたことを⽰しています。全体として、両⽅のシステムでバイナリーポンプは仕様どおりに

動作し、ACQUITY Premier システムではすべてのピークにわたる平均標準偏差が 0.017 分で、他社製システムではこ
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の値が 0.030 分であり、すべての標準偏差の平均値が 0.045 分を下回っていました（図 4）。

図 3.エノラーゼ消化標準試料を使⽤して ACQUITY Premier および X 社製のシステムで⾏った 5 ⽇間の試

験すべてでの、1 ⽇あたりの平均保持時間の標準偏差。注⼊エラーがあった ACQUITY Premier での 1 ⽇⽬

（N = 5）および 5 ⽇⽬（N = 3）を除き、1 ⽇あたり N = 6。
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図 4.エノラーゼ消化標準試料を使⽤して ACQUITY Premier および X 社製システムで⾏った 5 ⽇間の試験

すべてにわたる平均保持時間の標準偏差。保持時間の標準偏差を⽇ごとに平均し、⽇ごとの平均を使⽤し

てここに⽰されている試験全体の平均保持時間の標準偏差を算出しました。X 社製システムでは N = 30 

で、ACQUITY Premier では N = 26。注⼊エラーが原因で、ACQUITY Premier の 1 ⽇⽬（N = 5）と 5 ⽇⽬

（N = 3）の サンプル番号に不⼀致があります。

結論

逆相ペプチドマッピング分析は、バイオ医薬品の特性解析および特性ベースの分析に使⽤される重要なツールです。バ

イナリーポンプを搭載したクロマトグラフィーシステムは、クオータナリーポンプシステムと⽐較してより正確なグラ

ジエントを送液できるため、このような分離に最適です。本研究では、ACQUITY Premier バイナリーシステムを、ペ

プチドマッピング試験で通常使⽤される⻑く浅いグラジエントを送液する性能について、X 社製の UHPLC バイナリー

システムと⽐較しました。全体として、いずれのシステムも良好な性能を発揮し、エノラーゼ消化標準試料のペプチド

マップを通してモニターした 21 のピークすべてで、5 ⽇間の平均標準偏差は 0.045 分以内でした。ただし、21 のピー

クすべてで ACQUITY Premier システムが X 社製システムより性能が優れており、平均標準偏差は 13% 〜 146% と向

上していました。この試験では、ペプチドマッピング試験、特にポンプによる再現性のある送液が困難な課題になるこ

とがある⻑く浅いグラジエントを使⽤する試験に、ACQUITY Premier バイナリーシステムを適⽤できることが実証さ
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れています。
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