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概要
多くの業界で、機器間のメソッド移管は多くのラボにとって課題の多い問題です。個々の機器の性能
を考慮しつつ、リテンションタイムを維持し、しかも機器の移管によって分析対象物の分離能が低下
しないようにしなければならないからです。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) を使用すれば、ディレイボリュームがより大きく、ミキシング挙動の異なる LC システムか
ら Agilent 1290 Infinity や Agilent 1290 Infinity II LC へメソッドをシームレスに移管できます。

このアプリケーションノートでは、Waters Alliance 2695 LC から Agilent 1290 Infinity II LC へ、LC メソッド
を容易に移管できることを示します。これを実証するために、機器を Waters Empower ソフトウェアで
コントロールし、移管時に ISET を有効にしたときと無効にしたときの結果について考察しました。メ
ソッドの評価には、分析対象物としてパラセタモールとその不純物を用い、両システムで得られたリ

テンションタイムと分離能の値を比較しました。  
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実験に用いた混合化合物は次のとおりです。

主成分 
パラセタモール (5 mg/mL)

不純物 A 
2-アセトアミドフェノール (10 µg/mL)

不純物 B 
N-(4-ヒドロキシフェニル) プロパミド  
(10 µg/mL)

不純物 F 
ニトロフェノール (10 µg/mL)

不純物 H 
4-(アセチルアミノ) 酢酸フェニル  
(N,O-ジアセチル-4-アミノフェノール)  
(10 µg/mL)

不純物 J 
4-クロロアセトアニリド (10 µg/mL)

不純物 K 
4-アミノフェノール (10 µg/mL)

カラム

Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18、 
4.6 × 100 mm、3.5 µm (p/n 959961-902)

ソフトウェア

• Waters Empower 3 (ビルド 3471): Waters 
Alliance 2695 のコントロール用

• Waters Empower 3 (ビルド 3471) と Waters 
ICS 2.1 Hotfix 1 バージョンおよび Agilent 
ICF A.02.03 DU1 HF2 バージョン: Agilent 
1290 Infinity II LC のコントロール用

実験方法

使用機器
パラセタモールとその不純物の分析には、 
次の機器を使用しました。

Agilent 1290 Infinity II LC システム: 

• Agilent 1290 Infinity II フレキシブルポンプ 
(G7104A)

• 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)、光路長 10 mm の  
Max-Light カートリッジセル搭載

Waters Alliance 2695 と Dual Absorbance Detector 
VWD 2487

溶媒およびサンプル
すべての溶媒は LC グレードのものでした。超
純水は、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。 

はじめに
機器間のメソッド移管は、重要であるにも関わ

らず、多くの業界にとっては頭の痛い作業で

す。特に、規制の厳しい環境では、すでに確立
されている検証済みのメソッドを移管するのは

容易でなく、多大なコストを伴うこともありま

す。分析対象物のリテンションタイムやクロマ

トグラフィー分離能が移管の前後で変わって

しまう可能性があるからです1。それでも、古
い機器を新しい機器に交換しなければならな

い時期は繰り返しやってきます。 

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) を搭載した Agilent 1290 
Infinity LC または Agilent 1290 Infinity II LC では、
Waters Alliance 2695 LC など旧式の他社製機器
のエミュレーションが可能です。ISET により、
より大きいディレイボリュームやグラジエント

ミキシング挙動の違いが考慮されるため、両

方の LC で同等のリテンションタイムを実現で
きます。 

このアプリケーションノートでは、パラセタモー

ルとその不純物を Waters Alliance 2695 LC で分
析した後、Agilent 1290 Infinity II フレキシブルポ
ンプを装着した Agilent 1290 Infinity II LC にメソッ
ドを移管しました。ISET を有効にした場合と無
効にした場合での UHPLC システムへのメソッド
移管を評価し、Waters Alliance 2965 LC で得られ
たデータと比較しました。その結果、ISET を有
効にすると、リテンションタイムでの高い相関

性と優れた分離能値が得られました。

表 1. パラセタモールとその不純物の分析に用いたクロマトグラフィー条件

パラメータ 値

移動相 A) 0.1 % TFA 水溶液 
B) 0.09 % TFA アセトニトリル溶液

グラジエント 0 分 – B 5 % 
0.5 分 – B 5 % 
8 分 – B 70 % 
8.5 分 – B 5 % 
16 分 – B 5 %

流量 1.2 mL/min

注入量 3 µL、標準的なニードル洗浄を使用

カラム温度 30 °C

検出 270/4 nm、参照波長オフ、10 Hz

メソッド
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テムでは、すべてのピークが早く溶出していま

す。これは、このシステムのディレイボリュー

ムが大幅に小さいためです。

次に、両システムのディレイボリュームとグラ

ジエントミキシング挙動の違いを補正するた

めに、ISET を有効にしました。ISET は、ポンプ
のメソッドタブをクリック操作するだけで有効

化できます。ISET を有効にすると、図 2 に示す
ように、ポンプのステータスダッシュボードに

オレンジ色のアイコンが表示されます。 

結果と考察
Waters Alliance 2695 LC から 1290 Infinity II LC へ
のメソッド移管を簡単かつシームレスに行える

ことを実証するために、両システムでパラセタ

モールとその不純物を分析し、リテンションタ

イムと分離能の値を評価しました。 

まず、メソッドを Waters Alliance 2695 LC で使用
した後、ISET を無効にして 1290 Infinity II LC に
移管しました。図 1 は、そのときに両システム
で得られたクロマトグラムです。2 つのクロマ
トグラムを比較すると、1290 Infinity II LC シス

Agilent 1290 Infinity II LC 

Waters Alliance 2695 LC

Impurity K

Paracetamol

Impurity A

Impurity J
Impurity FImpurity H

Impurity B

図 1. パラセタモールとその不純物の分析における、Waters Alliance 2695 と、ISET を無効にした Agilent 1290 Infinity II LC の 
クロマトグラムの比較

ISET is enabled

図 2. Empower 3 と ICF で ISET を有効にしたときのアジレントの機器ステータス画面の例



4

微調整オプションでは、デッドボリュームを調

整し、エミュレーションをさらに改善すること

ができます2。このアプリケーションノートでは、

ISET パラメータ画面でデッドボリュームを 100 
µL 追加しました (図 4)。 

ISET を有効にすることにより、1290 Infinity II 
LC のリテンションタイムが明らかに遅くなり、
Waters Alliance 2695 LC の結果との整合性が格
段に高まりました (図 3 の青線)。さらに、ISET 
に加えて微調整オプションを使用すると、元の

クロマトグラムとの相関性がきわめて高いク

ロマトグラムが得られました (図 3 の黒線)。

Agilent 1290 Infinity II LC with ISET 

Waters Alliance 2695 LC

Agilent 1290 Infinity II LC with ISET and fine-tuning

Impurity K

Paracetamol

Impurity A
Impurity JImpurity FImpurity H

Impurity B

図 3. パラセタモールとその不純物の分析における、Waters Alliance 2695 LC、ISET を有効にした Agilent 1290 Infinity II LC、および ISET と 
微調整を有効にした Agilent 1290 Infinity II LC のクロマトグラムの比較

図 4. ISET 画面の微調整パラメータ
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Waters Alliance 2695 LC で最初に採取したデー
タに対して、1290 Infinity II LC で各種設定を用
いたときのリテンションタイムの偏差を図 5 に
詳しく示します。ISET の仕様では、リテンショ
ンタイムの偏差が ±5 % (リテンションタイム
が 6 分を超える場合) または ±0.3 分 (リテン
ションタイムが 6 分以下の場合) の範囲になけ
ればなりません2。UHPLC システムへのメソッド
移管時に ISET を使用しなかった場合、ほとん
どのピークについてこの仕様が満たされませ

んでした。一方、ISET を有効にすると、すべて
のピークが ±0.3 分または ±5 % の仕様内に
収まりました。また、ISET に加えて微調整オプ
ションを用いたところ、リテンションタイムの

偏差がさらに最適化され、すべてのピークの

偏差が 0.1 分または 2 % を下回りました。

図 5. Agilent 1290 Infinity II LC で各種設定を用いたときのリテンションタイムの偏差。 
A) リテンションタイムの偏差 (%)。B) リテンションタイムの偏差 (分)。
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不純物 K 0.092 0.094 0.089

パラセタモール 0.322 0.131 0.022

不純物 B 0.382 0.124 0.010

不純物 H 0.373 0.121 0.006

不純物 F 0.409 0.116 -0.012

不純物 J 0.341 0.067 -0.083

不純物 A 0.397 0.140 -0.028
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メソッドの移管を評価する際に考慮しなけれ

ばならないもう 1 つのクロマトグラフィーパラ
メータが、ピーク分離能です。分離能の最大

許容損失は 5 % です3。図 6 に、1290 Infinity II 
LC で各種設定を用いたときの分離能の偏差を
まとめます。すべてのピークの分離能が、メソッ

ドを UHPLC システムに移管することにより大
幅に高まりました。 

結論
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) を使用すると、すでに
確立されているメソッドを従来の HPLC から 
Agilent 1290 Infinity II LC などの UHPLC システム
へシームレスに移管できます。ISET により、メ
ソッド移管元の HPLC システムが 1290 Infinity II 
LC でエミュレートされ、元のデータセットに近
いリテンションタイムが再現されます。ISET は
数回のクリック操作で簡単に有効化できます。

LC のハードウェアやメソッドを変更する必要は
ありません。

このアプリケーションノートでは、パラセタ

モールとその不純物の分析メソッドを Waters 
Alliance 2695 LC から Agilent 1290 Infinity II LC へ
移管しました。ISET と微調整オプションを併せ
て有効にすることで、すべてのピークのリテン

ションタイムについて優れた相関性が得られま

した。また、すべてのピークの分離能が向上し

ました。  
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図 6. A) 分離能の偏差 (%)。B) Waters Alliance 2695 LC の分離能の値と、Agilent 1290 Infinity II LC で各種設定を 
用いたときの分離能の値。

Waters Alliance  
2695 LC 

Agilent 1290  
Infinity II LC

Agilent 1290 Infinity LC、
ISETを有効化

Agilent 1290 Infinity II LC、
ISET と微調整を有効化

不純物 K – – – –

パラセタモール 23.24 31.56 34.46 35.38

不純物 B 9.51 12.84 13.57 13.17

不純物 H 2.87 4.77 4.56 4.37

不純物 F 10.5 15.43 15.93 15.75

不純物 J 11.86 18.87 18.38 18.23

不純物 A 4.05 4.9 5.1 4.72
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