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要旨

開発中の医薬品を早期に商業ベースに乗せるという要求
は、近年ますます高まっています。[1] そのため、分析の
品質を維持したまま、より迅速に分析を行う必要があり
ます。粒径 2 ミクロン未満の充てん剤を充てんしたカラ
ムにより、高速、高分離の液体クロマトグラフィが可能
になりました。血漿や尿などの複雑なマトリックスから
代謝物を単離する場合、サンプル単離の効率を高め、代
謝物の純度や回収率を低下させないことが重要です。低
濃度の代謝物を単離するアプリケーションでは、微小粒
子カラムの利点が発揮されます。

2 µm 未満の粒子のカラムと
液体クロマトグラフによる、
生体サンプルからの代謝物単離の向上

アプリケーション

緒言

薬物代謝と薬物動態 (DMPK) では、in vitro および in
vivo の両方において、医薬品関連成分を同定することが
必要となります。[2,3] ある代謝物に対して、LC/MS か
ら得られる構造情報のみでは不十分で、核磁気共鳴分析
法 (NMR) によりさらにキャラクタライゼーションを行
う場合、LC による分離は重要なステップになります。
血漿、尿、排泄物、肝臓、胆汁など、さまざまな複雑な
生体マトリックスから代謝物を単離する必要があります。
2ミクロン未満の粒子のカラムを用いると、迅速かつ優
れた分離が可能になるため、代謝物単離の時間短縮方法
として従来の HPLC メソッドを再評価しました。[4, 5] 

実験

ラピッドレゾリューション LC

ラピッドレゾリューション LC (RRLC) システムと 1.8 µm
カラムを使用して、分離の向上について検討しました。
使用した RRLC システムの構成は図 1 のとおりです。

• 1200 シリーズ SL バイナリポンプ、ミクロデガッサ
付き

• 1200 シリーズ高性能オートサンプラ

• 1200 シリーズカラムコンパートメント

• 1200 シリーズ高速可変波長型検出器

• 1100 シリーズフラクションコレクタ

医薬品
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図 1. 医薬品代謝物の迅速な同時検出/単離のための RRLC システム

長さと充てん剤の粒子径の異なる ZORBAX SB-C18カ
ラムを使用しました。保持容量と流量を一定に維持する
ため、内径 4.6 mm のカラムを用いました。必要量のフ
ラクションを得るためには、約 1 mL/min の流量が理想
的です。使用カラムは、下記のとおりです。

• 4.6 x 250 mm、5 µm、PN 880975-906

• ラピッドレゾリューション 4.6 x 150 mm、3.5 µm、
PN 863953-902

• ラピッドレゾリューション HT 4.6 x 150 mm、1.8 µm、
PN 829975-902

• ラピッドレゾリューション HT 4.6 x 100 mm、1.8 µm、
PN 828975-902

移動相には、移動相 A: 10 mM 酢酸アンモニウム pH
5.0 と移動相 B: 75:25 ACN: MeOH、を用いました。標
準フローセル (部品番号 G1314-60086) を搭載した可変
波長型検出器 (VWD) により 235 nm をモニタリング
し、ピーク幅を 0.005 分以上またはレスポンスタイムを
0.12 秒に設定しました。

オリジナルメソッド (4.6 x 250 mm カラム) のグラジエ
ントテーブルは、以下のとおりです。

時間 %B
0 20

35 35
50 55
55 100
55.1 ～ 60 20

ラピッドレゾリューション (RR) とラピッドレゾリュー
ションハイスループット (RRHT) カラムでは、長さに比
例してグラジエントテーブルを短縮しました。
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サンプル

尿分析の結果を図 2 と 3 に示します。尿のサンプル前処
理は、遠心濃縮機により 10 倍に濃縮し、初期移動相で再
溶解しました。さらに、微粒子を除去するため、注入前
に再度遠心分離しました。

この手法は、血漿、肝臓のホモジネート、排泄物のホモ
ジネートに用いることができます。サンプルは、抽出 (サ
ンプル: アセトニトリル = 1:3)、ボルテックスによる混合、
遠心分離の前処理を行います。抽出物を初期移動相で再
溶解し、遠心分離して注入します。胆汁の場合、通常前
処理なしで注入します。

尿分析の結果は図 2 と 3 のとおりです。医薬品代謝物は
クロマトグラムにより、M5、M13、M15、M17 として
同定されました。

min10 20 30 40 50

mAU

0

100

200

min10 20 30 40 50

mAU

0

100

200

min10 20 30

mAU

0

100

200

min10 20 30

mAU

0

100

200

min10 20

mAU

0

100

200

M5 M13 M15

M5
M13 M15 M17

M5
M13 M15

M17

M5
M13 M15

M17

RR SB-C18 4.6 × 150 mm, 3.5 µm

SB-C18 4.6 × 250 mm, 5 µm

RRHT SB-C18 4.6 × 150 mm, 1.8 µm

RRHT SB-C18 4.6 × 100 mm, 1.8 µm

Mobile phase:  A: 10 mM ammonium acetate pH 5.0
 with acetic acid 
 B: 75:25 (ACN:MeOH)
Gradient:  Proportional to column length, see text
Flow rate: 1.0 mL/min 
Injection volume: 100 µL (overloaded, for fraction collection)
Temperature: 25 °C
Detection: UV 232 nm
Sample: Human urine for isolation of identified drug
 metabolites by fraction collection 

M17

図 2. SB-C18 カラムの拡張性による、DMPK 代謝物単離メソッドのスループットの増加

結果および考察

我々の研究室では、分析サンプルの複雑さによって、
4.6 mm x 250 mm、5 µm カラムを用いた場合の分析時
間は 60 分から最高 3 時間に及ぶことがあります。今回
の目的は、分離を維持しながら既存のメソッドを利用し、
分析時間を短縮することです。

サンプル負荷量を考慮してカラムの内径を決定します。
一般的に、マトリックスの 1 mL 中に、関連代謝物はナ
ノグラムまたはマイクログラム単位で存在し、サンプル
の大部分は内因性物質です。代謝物をより多く得るため
に、カラムが過負荷になることがよくあります。カラム
に大量にサンプルが注入された場合、過負荷とクロマト
グラフィ結果の低下の原因につながります。そのため、
関連代謝物と内因性物質の共溶出を防ぐために、適切な

移動相：

グラジエント：
流速：
注入量：
温度：
検出器：
サンプル：

A: 10 mM酢酸アンモニウム pH5.0（酢酸で調製）
B: 75:25（ACN:MeOH）
カラム長に応じて設定（本文参照）
1.0 mL/min

100 µL（オーバーラップ注入）
25 °C

UV 232 nm

人尿
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図 3. 流量増加と注入量減少の RRHT 分析への影響

量のサンプルを注入し、繰り返し分析する必要がありま
す。非常に少量の物質を単離する場合、この方法はかな
りの時間を必要とします。

ハイスループットは我々のラボの最終目的ではありませ
んが、スループットの向上は重要なファクタとなります。
Agilent 1200 シリーズ RRLC とラピッドレゾリュー
ションカラムを用いて得られた結果を示します。内因性
化合物のバックグラウンドの存在下で医薬品関連物質を
同定する効果的な方法として、14C 放射性同位体が代謝研
究ではしばしば用いられます。2ミクロン未満の粒子径の
カラムと同位体元素を組み合わせた研究は、今後の論文

の題材になると考えられます。ここでは、14C 放射性同位
体を医薬品に組み込んでいません。単離目的のために、
UV レスポンスのみをモニタリングしました。

図 2 に、尿サンプルの分離の比較を示しました。
ZORBAX SB-C18 4.6 mm x 250 mm、5 µm カラムを
用いたオリジナルのメソッドでは、分析に 60 分を要しま
した。比較のために、同サンプルを、4.6 mm x 100 mm、
1.8 µm カラムと 4.6 mm x 150 mm、1.8 µm および
3.5 µm カラムで分離しました。グラジエントはカラム長
に比例して変更しました。
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Mobile phase:  A: 10 mM ammonium acetate pH 5.0
 with acetic acid 
 B: 75:25 (ACN:MeOH)
Gradient:  See text
Flow rate: 1.0 mL/min (top) 1.5 mL/min (bottom)
Injection volumes: 100 µL (overloaded, for fraction collection, top)
 50 µL (less overloaded, bottom)
Temperature: 25 °C
Detection: UV 232 nm
Sample: Human urine for isolation of identified drug
 metabolites by fraction collection 

M17

M17

315 bar

464 bar

Rs = Resolution factor
Tf = Tailing factor (USP 5%)
α = Selectivity factor

Rs = 6.5
Tf = 2.55
α = 1.2

M5

M13 M15

M5
M13 M15 Rs = 9.3

Tf = 1.91
α = 1.2

移動相：

グラジエント：
流速：
注入量：

温度：
検出器：
サンプル：

Rs =分離度
Tf = テーリングファクタ (USP 5%)
α = 選択性

A: 10 mM酢酸アンモニウム pH5.0（酢酸で調製）
B: 75:25（ACN:MeOH）
本文参照
1.0 mL/min（上）、1.5 mL/min（下）
100 µL（オーバーラップ注入、上）
50 µL（オーバーラップなし、下）
25 °C

UV 232nm

人尿
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流量を 1 mL/min から 1.5 mL/min に上げ、注入量を
100 µL から 50 µL に減らすることで、結果を簡単に向
上させることができました。図 3 には、図 2 のクロマト
グラムの一部の拡大と、最適化した場合のクロマトグラ
ムとその条件を示しました。分析速度が約 3.8 倍速くな
り、ピーク形状も向上しました。システム背圧 (最大) は、
1.5 mL/min の分析で 464 bar、1 mL/min 分析で
315 bar で、両方とも Agilent 1200 RRLC システムの
使用範囲 (600 bar) 内でした。ZORBAX 1.8 µm の充て
ん剤のカラムは、他の 2 ミクロン未満の充てん剤のカラ
ムより低い圧力となるように特別に設計された粒度分布
を有しています。

表 1. さまざまなカラムを用いた際のピーク高さと幅

M5 M13 M15 M17
4.6 x 250 mm、5 µm 105 mAU 75 mAU 75 mAU 25 mAU
60 分 30 秒 48 秒 48 秒 60 秒
4.6 x 150 mm、3.5 µm 145 mAU 100 mAU 100 mAU 40 mAU
36 分 22 秒 34 秒 33 秒 48 秒
4.6 x 150 mm、1.8 µm 165 mAU 105 mAU 105 mAU 45 mAU
36 分 18 秒 34 秒 30 秒 36 秒
4.6 x 100 mm、1.8 µm 180 mAU 135 mAU 130 mAU 55 mAU
24 分 17 秒 33 秒 24 秒 30 秒

従来の 4.6 x 250 mm、5 µm カラムをRRHT 4.6 x 100 mm
に置き換えた場合、同じサンプル注入量で、ピーク高さ
は平均 46% 高くなり、ピーク幅は平均 44% 狭くなりま
した。これにより、分離する際のピークの重なりを最小
限にすることができ、フラクションを組み合わせる必要
性がなくなります。さらに、分析時間が半分以下に短縮
されました。これにより、ラボの生産性向上を図ること
ができます。

結論

RRHT 技術により、ラボの効率向上が可能です。従来の
カラムを RRHT カラムに置き換えることで、分離を低下
させることなく、スループットを高めることができます。
粒子径の小さい (1.8 または 3.5 µm) カラムを使用する
ことにより、高分離やピーク形状の改善が可能です。さ
らに、分析時間もカラム長に比例して短縮されます。こ
れらの利点により、ラボの生産性が向上します。このメ
ソッドは、さまざまな粒子径の SB-C18 カラム間で簡単
に拡張可能で、尿や血漿などの複雑なマトリックスを含
むサンプルを、最小限のサンプル前処理で分析すること
ができます。

予想どおり、粒子径とカラム長を短くすると、分離と
UV レスポンスの両方が増加しました。各代謝物の UV
レスポンスとピーク幅の一覧を、表 1 に示します。各代
謝物に対して、ピーク形状が著しく向上し、理論段数が
増加しました。内径 2.1 µm カラムを用いると、カラム
性能はさらに向上すると予想されます。

図 2 では、SB-C18 カラムメソッドの堅牢性と拡張性も
実証されています。カラムの粒径や長さを変えても、選
択性への影響を最小限に抑えることができました。これ
は、それぞれの分析において、同じ溶出パターンが確認
されたことからもわかります。精製される代謝物をでき
るだけ多く得る目的で意図的にカラムを過負荷にしたた
め、目的のピークはテーリングしています。
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