
目的
ACQUITY UPLC® H-ClassシステムのAuto•
Blend™機能を用いて、系統的に最適化された
ペプチドマッピング分析法を開発します。

背景
ペプチドマッピングは、タンパク質の一次構
造を確認、翻訳後修飾(PTM)の同定、そして
不純物分析に使用されます。タンパク質構造
の変化は、ペプチドの保持時間の変動に現れ
ます。

タンパク質の完全な構造決定のためには、 
大きさと分子特性が異なる100以上のペプチ
ドを分離する必要があります。この要求を満
たす分析法を開発するには、移動相の種類や
混合比率の検討を行います。条件を検討する
には3種類以上の混合溶媒を準備する必要が
あります。

ACQUITY UPLC H-ClassシステムのAuto•Blend™ 
機能を用いれば、ソフトウェアからのプログラ
ムにより、単一溶媒からこれらの混合溶媒を調
製することが可能です。これにより、複数の混
合溶媒を事前に準備する手間や、調製ミスも無
くなります。また、効率的に中間組成での検討
を実施することも可能です。

ACQUITY UPLC H-Classシステムは、タンパク
質構造を決定するための、信頼性のあるペプチ
ドマッピング分析法開発を容易にします。

ACQUITY UPLC H-Class 
システムのマルチ溶媒混合 
機能を用いた効率的な 
ペプチドマッピング分析法の開発

ACQUITY UPLC H-Classシステムとその
Auto•Blend™機能は、効率的に信頼性の高い結
果を得ることができるよう、分析の質にフォーカ
スすることが可能です。
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ソリューション
ACQUITY UPLC BEH 300 C18カラムと複数の移動相を組み合わせたペプチ
ドセパレーションテクノロジーを用いてMassPREP™ タンパク質消化物スタ
ンダードの分離を検討しました。ACQUITY UPLC H-Classシステムには、溶媒 
Aに水、Bにアセトニトリル、Cにイソプロパノール、そしてDに1% TFA水溶液を 
セットしました。TFA濃度の影響を評価するために、Dラインの組成を2.5%、 
5%、10%とすることにより、TFA濃度がそれぞれ0.025%、0.05%、0.1%と
なる3条件で検討を行いました。

図1に移動相中のTFA濃度が、選択性において顕著な影響を与えることを実証
するクロマトグラムを示しました。イソプロパノール比率を増加させるグラジ
エントを用いることにより、さらに拡張性のある分析が可能になります。先に
示した分析と同濃度で溶媒Dを一定組成に固定し、溶媒Aの水から溶媒Cのイ
ソプロパノールへグラジエントをかけるのは非常に簡単です。アセトニトリル
からイソプロパノールへの有機溶媒変化は保持時間と選択性に大きな変化
を与えます。
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ペプチドマッピングを最適化するために、この分 
析では６種の異なる移動相組成を評価しました。 
選択性の検討は、混合物中の重要なペプチドを 
最適に分離するために実施します。溶媒選択バル
ブやバイナリシステムを用いて、このような分析を
行うには、12種類の移動相を準備する必要があり
ます。ACQUITY UPLC H-Classシステムを用いると、
混合溶媒１種類と3種類の単一溶媒を準備するだ
けになります(図２)。ACQUITY UPLC H-Classシス
テムは、最適な分析法開発ための仕事量と時間、 
そして潜在的なミスの削減を可能にします。

まとめ
ACQUITY UPLC H-Classシステムを用いて、タン 
パク質の構造決定のために効率的なペプチド 
マッピングの分析法開発を行うことが可能です。 
Auto•Blend™機能により、効率的で信頼性の 
ある分離条件を開発することができ、ユーザーが 
分析の質にフォーカスすることを可能にします。 
ACQUITY UPLC H-Classシステムは、UPLCの分離
テクノロジーとその操作性によって、バイオセパ 
レーションに最高の結果をもたらします。

図１．溶媒組成は、ACQUITY UPLC H-ClassシステムのAuto•Blend™機能を用いることにより
簡単に調整できます。このサンプルでは、ペプチドマッピングのためのTFA濃度の調整は、Dラ
インの比率によって決定します。溶媒の再調製の必要がなく、中間組成の検討も可能です。

図2. ACQUITY UPLC H-ClassシステムのAuto•Blend™機能によって、単一溶媒のボトルか
ら混合溶媒を調製することが可能です。
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タンパク質消化スタンダード (Enolase)
カラム: Peptide Separation Technology BEH300 C18, 2.1 x 100 mm, 1.7 µm
移動相: A: 水, B: アセトニトリル, C: イソプロパノール, D: 1% TFA
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