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概要
Agilent 1290 Infinity II LC に搭載されたアジレントのインテリジェントシステムエミュレーション技術 
(ISET) は、Agilent 1100 シリーズバイナリ LC などの従来の HPLC システムからのメソッド移管を容易
にします。このアプリケーションノートでは 6 種類の三環系抗うつ薬の分析における ISET の利点
を解説します。ISET が無効の 1290 Infinity II LC とは対照的に、ISET が有効の 1290 Infinity II LC は 99 
% の一致を可能にしました。
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カラム
Agilent ZORBAX Eclipse XDB-C18、 
4.6 × 75 mm、3.5 µm (p/n 966967-902) 

ソフトウェア
LC および LC/MS システム用 Agilent OpenLab 
CDS ChemStation Edition、Rev. C.01.07 [ISET 4 を
使用した場合 22]

サンプル
6 種類の抗うつ薬の混合 (溶出順): プロトリプ
チリン、トリミブラミン、ノルトリプチリン、ドキ

セピン、イミプラミン、アミトリプチリン。 

化学薬品
すべての溶媒は LC グレードのものでした。メ
タノールはドイツの Merck から購入しました。
作りたての超純水は、LC-Pak Polisher および 
0.22 μm メンブレンユースポイントカートリッジ 
(Millipak) を備えた Milli-Q Integral システムで生
成しました。炭酸水素アンモニウムおよび三

環系抗うつ薬は米国、ミズーリ州、セントルイ

スの Sigma-Aldrich から購入しました。

実験方法

使用機器 
すべての実験は、次のモジュールで構成され

た 1100 Series バイナリ LC と 1290 Infinity II LC 
で実行しました。

Agilent 1100 シリーズバイナリ LC:

• Agilent 1100 バイナリポンプ (G1312A)

• Agilent 1100 シリーズオートサンプラ 
(G1313A)

• Agilent 1100 カラムコンパートメントント 
(G1316A)

• Agilent 1100 ダイオードアレイ検出器 
(G1315B) 

Agilent 1290 Infinity II LC:

• Agilent 1290 Infinity II ハイスピードポンプ 
(G7120A)

• Agilent 1290 Infinity II マルチサンプラ 
(G7167B)

• Agilent 1290 Infinity II マルチカラム 
サーモスタット (G7116B)

• Agilent 1290 Infinity II ダイオードアレイ 
検出器 (G7117B) 

はじめに
アジレントのインテリジェントシステムエミュ

レーション技術 (ISET) は、異なる液体クロマト
グラフィーシステムのエミュレーションを提供
し、ある機器から別の機器へのシームレスな

メソッド移管を実現します1、2。元の LC メソッド
を変えずにシームレスにメソッドを移管できま

す。例えば、イソクラティックステップを追加
して同じクロマトグラフィー結果を得ることが

できます。ユーザーは機器や元のメソッドを修

正することなく従来のメソッドを実行できるの

で、Agilent 1290 Infinity II LC は他の HPLC および 
UHPLC メソッドを実行できる真に汎用性のある
システムとなります。しかし、ユーザーは 1290 
Infinity II LC の広いパワーレンジと優れた性能
がもたらす利点をオプションとして得ることが

できます。

三環系抗うつ薬はうつ病に初めて使用された

精神安定剤の 1 つです。三環系抗うつ薬は環
状構造を 3 つ持つ特徴的な化学構造にちなん
で名づけられています。すべての成分に気分
を高揚させる効果があり 2 週間から 3 週間後
に効き目を認識できるようになります。三環系

抗うつ薬は神経伝達物質のセロトニン、ノルア

ドレナリン、ドーパミンの脳のニューロンへの

回収を抑制します。一般的に、うつ病患者の

脳ではこれらの神経伝達物質の濃度が低すぎ

ます。三環系抗うつ薬の使用後に有効性が高
まることで不足した神経伝達物質のバランス

をとることができます。 

三環系抗うつ薬の分析は、臨床化学において

も法医毒物学においても重要です。高速液体
クロマトグラフィー (HPLC) は一般的に血漿、血
液、尿の分析および定量に使用されている堅

牢で信頼性の高いツールです。 

このアプリケーションノートでは 6 種類の三環
系抗うつ薬の混合物の分離を説明します。元
のメソッドを変更しなくても 1100 シリーズバイ
ナリ LC から 1290 Infinity II LC にメソッドを簡単
に移管でき、ISET 機能を有効にするだけで同じ
リテンションタイムが得られることを示します。

表 1. クロマトグラフィー条件

パラメータ 値

移動相 A) 炭酸水素アンモニウム緩衝液 10 mM、pH 8  
B) メタノール

流量 1 mL/min

グラジエント 0 分、60 % B 
5 分、68 % B 
10 分、90 % B

ストップタイム 12 分

ポストタイム 5 分

ニードル洗浄モード 標準洗浄

注入量 1 µL

カラム温度 50 °C

検出 254/10 nm、リファレンス 360/100 nm、0.025 分未満 (0.5 秒のレスポンスタイム)、10 Hz

クロマトグラフィー条件 
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結果と考察
三環系抗うつ薬の分析には、2002 年のアプリ
ケーションノート3 にすでに紹介されている従
来のメソッドを用いました。このメソッドには、

3.5 µm 粒子を充填した従来の HPLC カラム、
4.6 × 75 mm が含まれていました。このメソッ
ドを、1100 シリーズバイナリ LC、ISET なしの 
1290 Infinity II LC、ISET ありの 1290 Infinity II LC 
で使用しました。通常、従来の機器から UHPLC 
システムへのメソッド移管は、ミキシング挙動
の違いや最新 UHPLC システムの格段に向上し
た低ディレイおよびトランジションボリューム

が原因で困難なものとなっています (図 1)。6 
種類の三環系抗うつ薬のリテンションタイムは 
1100 シリーズバイナリ LC のリテンションタイ
ムと比較すると 1290 Infinity II LC では短いこと
が示されました。この効果は他のすべての最

新 UHPLC 機器でも同様に示されるはずです。 

この問題の解決には 2 つの手法が一般的に適
用されます。

1. グラジエント開始時でのイソクラティック

ステップの追加

2. 特別なチューブの追加によるディレイ 
ボリュームの増大

どちらのメソッドでもより小さなディレイボ

リュームを補正できますが、ミキシング性能
やトランジションボリュームは影響を受けませ

ん。補正が何もない場合、6 つすべての分析対
象物でリテンションタイムのシフトは 6 ～ 9 % 
の間でした (表 2)。図 2 は 1100 シリーズバイ
ナリ LC から ISET を有効および無効にした 1290 
Infinity II LC へのメソッド移管を示しています。 

ISET を有効にした後はリテンションタイムは元
のクロマトグラムのリテンションタイムと一致
しました。ISET が無効の 1290 Infinity II でのリ
テンションタイムとは異なりすべての分析成分
で偏差は 1 % 未満でした (表 2 の右の列)。シ
フトは 5 % 未満であれば、インテリジェントシ
ステムエミュレーション技術4に適合する許容

範囲とみなされます。
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図 1. Agilent 1100 シリーズバイナリ LC から ISET が有効でない Agilent 1290 Infinity II LC システムへの  
6 種類の三環系抗うつ薬分離の従来のメソッドの移管

表 2. Agilent 1100 シリーズバイナリ LC および Agilent 1290 Infinity II LC でのリテンションタイムと偏差

Agilent 1100  
シリーズバイナリ LC Agilent 1290 Infinity II LC

RT (分)
ISET なしの  
RT (分)

ISET ありの  
RT (分)

ISET なしの 
偏差 (%)

ISET ありの 
偏差 (%)

プロトリプチリン 2.483 2.324 2.481 6.40 0.08

トリミプラミン 2.861 2.651 2.839 7.34 0.77

ノルトリプチリン 3.605 3.303 3.571 8.38 0.94

ドキセピン 6.004 5.541 5.995 7.71 0.15

イミプラミン 7.578 6.984 7.561 7.84 0.22

アミトリプチリン 8.716 8.086 8.758 7.23 -0.48

図 2. Agilent 1100 シリーズバイナリ LC システムでの従来のメソッド、ISET ありの Agilent 1290 Infinity II LC  
システム、ISET なしの Agilent 1290 Infinity II LC システムのクロマトグラムの重ね表示。
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ISET が有効な 1290 Infinity II LC で得られるリテ
ンションタイムおよび面積の精度は、1100 シ
リーズ LC の精度よりも格段に高くなりました 
(表 3)。

結論
ISET 機能付の Agilent 1290 Infinity II LC 機器によ
る他の HPLC 機器および UHPLC 機器のエミュ
レーションにより、ユーザーは既存の HPLC ま
たは UHPLC メソッドを機器やメソッドを修正す
ることなく実行でき、同一のクロマトグラム

を得ることができます (リテンションタイムは 
99 % 以上一致)。このことは、Agilent 1100 シ
リーズバイナリ LC および ISET が有効の Agilent 
1290 Infinity II LC で実行した従来のメソッドによ
る 6 種類の三環系抗うつ薬の分析で示されま
した。さらに、リテンションタイムおよび面積
の精度が大幅に向上しました。 
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