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要約

GLP-1 は、II 型糖尿病および肥満の治療に使⽤される合成ペプチド医薬品です。最近、セマグルチドなどの GLP-1 の需

要が⾼まっています。現在処⽅されている GLP-1 のパネル全体を分離および同定できる単⼀のメソッドは、現時点で

はありません。このアプリケーションでは、現在市販されているさまざまな GLP-1 を対象とする、再現性のある 

HPLC-UV/MS メソッドを開発しました。また、関連する不純物の分離および同定における、このメソッドの機能につ

いても説明します。最後に、合成ペプチドの分析に MaxPeak™ High Performance Surfaces（HPS）テクノロジーを

使⽤するメリットを従来のステンレススチール製のシステムと⽐較して実証しました。

アプリケーションのメリット

MaxPeak Premier 逆相カラムスクリーニングキットに概説されているように、合成ペプチド⽤
の優れた分離メソッドを、体系的プロトコルを使⽤して作成することができます。
 
PDA ピーク純度解析などの Empower ツールや ACQUITY™ QDa™ からの質量スペクトルデータ
により、不純物の同定の信頼性が⾼まります。
 
MaxPeak HPS テクノロジーにより、従来のステンレススチール製システムと⽐較して、合成ペ
プチドや不純物のクロマトグラフィーにおけるピークの⾯積、⾼さ、テーリングの改善が⽰さ
れています。 
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はじめに

グルカゴン様ペプチド 1 作動薬（GLP-1）は、肥満や II 型糖尿病の治療および管理のために処⽅される合成ペプチド医

薬品のクラスです1。最近では、臨床試験の成功により、体重管理治療薬としてセマグルチドなどの医薬品の⼈気が急

速に⾼まっています2。GLP-1 の普及を考慮すると、このクラスの医薬品の品質管理を、汎⽤的で⾼感度かつ再現性の

あるクロマトグラフィーメソッドによってサポートすることが重要です。⼀部の⼀般的な GLP-1 についてはクロマト

グラフィーメソッドがありますが、知り得る限り、このクラスの合成ペプチドの最新のパネルを分離できる単⼀のメソ

ッドはありません3-6。さらに最近、⽶国⻝品医薬品局（FDA）は、市販の合成ペプチドの⼀部について、製品別ガイド

ライン（PSG）を発表しました7。この発表において、FDA は、合成ペプチドの不純物分析の重要性について⾔及して

います。

今回、これらのニーズに対応し、Waters™ MaxPeak HPS と組み合わせたメソッド開発⽤の体系的なプロトコルを利⽤

して、さまざまな GLP-1 を分析できる単⼀の HLPC-UV/MS メソッドを開発しました。このテクノロジーは、望ましく

ない⾦属とペプチドの相互作⽤を低減し、クロマトグラフィーのピーク⾯積カウント、テーリング、保持時間の再現性

などのクロマトグラフィー分離パラメーターの改善につながることが以前に⽰されています8,9。

実験⽅法

ストック標準溶液の調製

デュラグルチド、エキセナチド、グルカゴン、リキシセナチド、チルゼパチドは、Selleck Chem（テキサス州ヒュー

ストン）から購⼊しました。リラグルチドとセマグルチド（酢酸塩）は、Cayman Chemical（ミシガン州アナーバー

）から購⼊しました。ストック溶液の濃度は、購⼊した物質の溶解度および量によってさまざまです（表 1）。調製時

には、すべての塩要因を考慮しました。超⾳波処理を使⽤して、標準試料を溶液に溶解させました。

2
体系的プロトコルおよび MaxPeak™ High Performance Surface テクノロジーを⽤いた、GLP-1 合成ペプチドの分離メソッ
ドの開発



表 1.ストックケミカル、略語、濃度、希釈液のリスト。 （DI ⽔は脱イオン⽔、DMSO はジ

メチルスルホキシドです）。

ストック溶液は 2 ℃ 〜 8 ℃ で保存しました。DMSO の物理的特性のため、ストック溶液は低温保管庫中で固化しまし

た。標準溶液の調製を⾏う前に、解凍したストック溶液を周囲温度に平衡化させました。

標準溶液の調製

ストック溶液を、0.1:0.5:99.4 トリフルオロ酢酸：アセトニトリル：脱イオン⽔（標準希釈液）で希釈しました。スト

ック溶液を合わせて、すべての分析種が濃度 100 µg/mL になるように調製しました（GLP-1 薬のパネル）。

さらに、フォーカスグラジエントの使⽤および不純物分離の最適化におけるその使⽤⽅法を実証するために、グルカゴ

ンのみを含む別の標準試料を作製しました。この標準試料は、個々のグルカゴンのストック溶液を標準希釈液で濃度 

750 μg/mL に希釈することによって作製しました。
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グルカゴンフォーカスのグラジエントのグラジ
エントテーブル

データ管理

装置コントロール： Empower™ 3.7.0

データ解析： Empower 3.7.0

結果および考察

スクリーニンググラジエントを使⽤した分離メソッド

メソッド開発のための体系的プロトコルアプローチでは、さまざまなカラムと逆相移動相の組み合わせをスクリーニン

グして、クロマトグラフィー分離を最適化するのに最も適切な条件を決定することが推奨されています。

MaxPeak Premier 逆相カラムスクリーニングキット（表 2）で定義されている 4 種類のカラムと移動相溶離液の組み

合わせを検討しました。
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表 2.検討したカラムと移動相の 4 種類の組み合わせ。それぞれの実験結果を指すのに略語

を使⽤しています。

この研究で使⽤した GLP-1 のパネルに図 1 のさまざまなカラムと移動相の組み合わせを使⽤した場合の、それぞれの

条件セットで得られた代表的なクロマトグラムにより、保持の違いが明確に⽰されました。

図 1.カラムと移動相の組み合わせそれぞれからの GLP-1 標準混合液の保持と選択性の違い

を⽰す積み重ねクロマトグラム。

スクリーニング実験に基づいて、メソッド条件の組み合わせによって得られた全体的な速度と分離能により、今回のメ

ソッドには XSelect Premier Peptide CSH C18 カラムとギ酸の移動相を選択しました。さらに、最⼤化したグルカゴン
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のクロマトグラフィーピーク⾼さに基づいて、これらの条件を選択しました（表 3）。 

さらに、図 2 に⽰すように、XSelect Premier Peptide CSH C18 カラムにより、グルカゴンの脱アミド不純物について

、他のカラムと移動相の組み合わせより良好な分離が得られました。グルカゴンには、⼀般的な脱アミド不純物が 4 種

類含まれており、これらはペプチドのアミノ酸残基の脱アミド化によって⽣じます4,11。

グルカゴンの不純物を分離するためのフォーカスグラジエント

図 2 から、初期スクリーニンググラジエントを使⽤したグルカゴンの脱アミド不純物は分離が悪いことがわかります。

これらの不純物の分離を改善するため、MaxPeak Premier ペプチド逆相カラムスクリーニングキットで説明している

ように、XSelect Premier Peptide CSH C18 カラムおよびギ酸移動相と共に、フォーカスグラジエントを使⽤しました

。このグラジエントの詳細は、上記のメソッド条件セクション内のグラジエントテーブルに⽰しています。図 3 に、グ

ルカゴンおよび関連する脱アミド不純物について最適化したフォーカスグラジエントの結果を⽰します。
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図 3.フォーカスグラジエント条件を使⽤してグルカゴンの個々

の標準試料（750 ug/mL）と関連する脱アミド不純物を分離した

結果を⽰す代表的なクロマトグラム。

グルカゴンおよび脱アミド不純物のピーク純度は、PDA 検出器および ACQUITY QDa 質量検出器で得られた UV スペク

トルおよび質量スペクトルのデータで確認しました（図 4a 〜 4c）。
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図 4a.Empower 内のピーク純度ツールを使⽤した、Des 4 のクロマトグラフィーピークの UV PDA 

によるピーク純度の例。ここでは、純度のしきい値が⾃動しきい値を下まわっており、ピークが

純粋であることを⽰しています。

図 4b.Empower のピーク純度ツールを使⽤した、グルカゴンおよび脱アミド不純物のピーク純度

に関わる表形式データ。

図 4c.個々のグルカゴン標準試料の代表的な注⼊について、ACQUITY QDa 質量検出器で得られた
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質量スペクトルデータ。ここでは、グルカゴンおよびその脱アミド不純物それぞれの MS スキャ

ンピークの⽴ち上がり、頂点、⽴ち下がりの⾯を⽰します。明確に異なるイオンがそれぞれのプ

ロットに⾒られます。イオンは、グルカゴンペプチドのチャージ状態と関連付けられています。

質量スペクトルおよび UV スペクトルのデータから、それぞれの脱アミド不純物がグルカゴンに

関連していることが⽰唆されます。

Premier テクノロジーと従来のステンレススチール製の⽐較

さまざまなカラムと移動相の組み合わせを検討した際に、MaxPeak HPS を採⽤した Premier カラムおよびシステムが 

GLP-1 薬のパネルに及ぼした影響について調べました。パネルの⼀部の分析種の結果を、従来のステンレススチール製

カラムおよびシステムを使⽤して得られた結果と⽐較しました。

XSelect Peptide CSH C18 カラムでフォーカスグラジエントを使⽤してグルカゴンとその不純物を分離した場合、

MaxPeak HPS によりピークの⾯積が最⼤ 19%、⾼さが最⼤ 30% 増⼤し、テーリングが最⼤ 36% 減少することがわか

りました（図 5、表 4 〜 6）。

図 5.グルカゴンおよび関連脱アミド不純物について、MaxPeak HPS テクノロジーと従来の

ステンレススチール製システムで得られたメソッドの性能を⽰す代表的なクロマトグラム。
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トリフルオロ酢酸溶離液を使⽤し、XBridge Peptide BEH C18 カラムでスクリーニンググラジエントを⽤いて GLP-1 薬

パネル混合液中のセマグルチドを分離した場合、MaxPeak HPS によりピークの⾯積が 20% 増加し、⾼さが最⼤ 30% 

増加することがわかりました（図 6、表 7 〜 8）。

図 6.セマグルチドについて、MaxPeak HPS テクノロジーと従来のステンレススチール製シ

ステムで得られたメソッドの性能を⽰す代表的なクロマトグラム。

表 7.セマグルチドの 10 回の注⼊について、2 つの LC システム間での平均ピ

ーク⾯積の⽐較。
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表 8.セマグルチドの注⼊について、2 つの LC システム間での平均ピーク⾼さ

の⽐較。

最後に、トリフルオロ酢酸溶離液を使⽤し、XSelect Peptide CSH C18 カラムでスクリーニンググラジエントを⽤いて 

GLP-1 薬パネル混合液中のリラグルチドを分離した場合、MaxPeak HPS によりピークの⾯積が 28%、⾼さが最⼤ 

51% 増加し、ピークテーリングが最⼤ 13% 減少することがわかりました（図 7、表 9 〜 11）。

表 9.リラグルチドの 6 回の注⼊について、2 つの LC システム間

での平均ピーク⾯積の⽐較。

結論

このアプリケーションノートでは、MaxPeak Premier ペプチド逆相カラムスクリーニングキットに概説されている体

系的プロトコルの利⽤について説明しました。このメソッド開発のアプローチにより、グルカゴン様ペプチド（GLP-

1）、グルカゴンおよび関連する脱アミド不純物について、質の⾼い分離が得られました。グルカゴン不純物および脱

アミド不純物は、ベースライン分離され、UV 検出および MS 検出の両⽅で検出されました。クロマトグラフィーピー

クの純度を、Empower Peak purity（ピーク純度）解析ツールを使⽤して決定し、脱アミド不純物のグルカゴンとの
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関連性に関する情報が得られました。MaxPeak HPS テクノロジーの使⽤により、試験したさまざまな GLP-1 について

、クロマトグラフィーのピーク⾯積が最⼤ 28% 増加し、ピーク⾼さが最⼤ 51% 増加し、ピークテーリングが 13% 減

少しました。
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