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はじめに
化合物の代謝試験は、薬物の発見や開発に重要な役割を果たしているほか、薬剤

候補化合物の最適化や、毒性試験の妥当性の裏付けに役立っています。複雑な生

体マトリックスの代謝物を同定することは容易ではありません。代謝物は構造的に

似た物質であり、構造の差はごくわずかです。このため、その構造的類似性により

クロマトグラフィーを用いた分離が難しいごく微量の代謝物を個々に定量するとい

う難問に直面しています。

超高速液体クロマトグラフィー（UPLC®）システムおよびカラムは、代謝物のプロ

ファイリングや同定など、低分子分析にかかわる多くの領域で活用されるクロマトグ

ラフィーの性能を改善するのに最も効果的な解決手段のひとつとなっています。こ

の分野で利用さされるラジオ検出法を用いて正確に代謝物を定量するには、ベース 

ライン分離が必要とされ、UPLC を有効に併用することでデータの質が大幅に向上す

ると期待されます。ラジオ UPLC 活用を成功させるための主な課題は、UPLC による

分離で得られるピーク幅は狭く、放射化学検出法で適切な感度を得るには比較的長

い計数時間が必要であることと本質的に矛盾すると考えられてきた点にあります。

このアプリケーションノートでは、Open Architecture UPLCシステム構成とオンライン

ラジオ検出器との効果的な組み合わせ（ラジオ UPLC）について説明し、また、 

代謝物の同定という点で従来のラジオ HPLCと比較した改善点を示します。
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インラジオ検出器と Open Architecture UPLCシステ

ムの組み合わせが、放射性同位体標識代謝物同

定のために分離能とデータの質を大幅に向上さ

せます。
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装置構成
図 1 に、Waters Open Architecture UPLC システムを示します。本実験では、このシステムと Z-200-6M（200 µL）混

合セルを備えたBerthold社製 ラジオ検出器 LB509 を接続しました。別報に記載したように、Berthold社製 シンチレー

タポンプを用いて、自作の可変シンチレーションフローを設定し、シンチレーションカクテルを追加導入しました 1。

従来のオンラインラジオ検出器の構成を若干修正して可変シンチレーションフローを組み入れることで、感度が

向上するほか、シンチレーションの液体消費量や放射性廃棄物の量を大幅に減少することができます。

図 4b ～ 4d に、固体セル YG-75-S6M（75 µL）および YG-150-S6M（150 µL）を用いて得られたラジオ UPLC 分析結果 

を示します。

標準ラジオ HPLC は Z-1000（1000 µL）混合セルを備えた Berthold社製ラジオモニタ LB509 を接続した Waters 

Alliance®2695 HPLC システムを用いました。移動相は、流量 4 mL / 分で Berthold LB 5035-3ポンプによって送液 

されたシンチレーションカクテルと混合しました。

検出器からのアナログ出力信号は Waters Empower 2.0ソフトウェアに取り込みました。

結果および考察
図 2に、ラジオ HPLCおよびラジオ UPLCを用いて、ウサギ肝細胞懸濁培養により120分培養したトリチウム標識

薬剤 150 µLを注入して得られたクロマトグラムを示します。この複合代謝物混合物に含まれている各代謝物の分

離能力は、ラジオ UPLCを用いることで大幅に向上し、さらに、分析時間を半減させることが出来ました。このことは、

図 2aに示すように、最初のラジオ HPLCクロマトグラムでは 20.0分、29.5分、30.5分および 40.5分に代謝物が

ほぼ完全に共溶出しているのに対して、ラジオ UPLCのクロマトグラムでは、図 2bに示すように、ほとんどの代謝

物がベースライン分離されていることが明らかであり、オンラインラジオ検出には UPLCを使用することが定量性に

優れていました。分離度の増大はピーク幅に明らかに示されています。代謝物は 46分、親薬物は約 65分で溶出

していましたが、ラジオ HPLC では±70秒（FWHM = それぞれ 30秒および 20秒）であったものが、ラジオ UPLC 

では±14秒（FWHM = それぞれ 7 秒および 8秒）とよりシャープになっています。
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図 2. ウサギ肝細胞懸濁で 120分間培養した薬剤と代謝物のトリチウム標識ラジオ HPLC（a） および（b）ラジオ UPLC（b） の分析例
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本実験ではラジオ検出器は、容量が少なく（200 µL）内径の小さい混合セルを使用しました 1。セルのサイズをさ

らに小さくすれば、分離度はさらに向上すると考えられます。しかし、セルのサイズが小さくなると感度もそれに

比例して低下するため、放射能濃度が高い 2試料を供するアプリケーションに限って有用であると考えられます。

代謝試験の試料では一般に放射能濃度が低いことを考慮して、本アプリケーションノートでは感度と分離度を考慮

して、（ラジオ HPLCに用いた 1,000 µLの代わりに）200 µLのセルを選択しました。

同様の理由により、この分析では 150 mmのカラム 2本を組み合わせたため、注入量は 2倍になり、分離能力も

増大しました。

異なるカラムケミストリーの組み合わせ
複数のカラムを組み合わせることにより、異なるカラムケミストリーを用いた試験を実施することも可能にな

ります。図 3 に示すとおり、Atlantis® T3 カラムと XBridgeTM フェニルカラム（図 3b）、および XBridgeフェニルカラム

と Atlantis T3 カラム（図 3c）の組み合わせを用いた 24 時間ウサギ尿試料の分析と、同じ試料について同一の

カラム 2本を用いて行った分析を比較しています。2 種類のカラムケミストリによって得られたラジオクロマト

グラムでは、XBridge フェニルカラム単独（図 3a）または Atlantis T3カラム単独（図 3d）によって得られた結果

と比較して、中間のプロファイルを示しています。XBridgeフェニルカラム単独使用では、約 24.5 分で 3 種類の

代謝物が溶出していることから推定されるように、分離に対して効果認めらますが、保持時間の変化はごく

わずかであり、XBridge フェニルカラム使用時に溶出が早く、Atlantis T3 カラムでは保持時間が長くなるという

特徴が見られました。
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図 3. ACQUITY UPLCとラジオ検出器を使用し
た、ウサギ 24時間尿中のトリチウム標識薬
物とその代謝物の分析例。（a） XBridge フェニ
ル 2本、（b） XBridge フェニルとAtlantis T3、（c） 
Atlantis T3 と XBridge フェニル、（d） Atlantis T3 
2本の組み合わせ
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親薬物の多環芳香族構造から予想されるように、XBridgeフェニルカラムケミストリー

ではこの試料に対する最大の分離作用が得られますが、選択性の異なる 2種類のカ

ラムを組み合わせる方法は、より一般的な手段を求めている科学者にとって有益で

あるほか、異なるペアやグループの代謝物を異なるカラムケミストリーによってでし

かクロマトグラフィー分離することができない代謝物の組み合わせやグループに対し

ても有効です。

カラムサイズの影響
図 4 に示す実験では、従来 UPLCに使用されている 2 µm以下の粒子を充てんした

内径 2.1 mmのカラムの代わりに、3.5 µmの粒子を充填した内径 3 mmのカラムを

使用しました。その主な理由は、カラムの内径が大きいほど注入量を大きくすること

ができるためです。ピーク幅は、代謝試料中の放射能濃度が低い場合に求められる

感度を得るのに必要な、検出器での十分な滞留時間を確保するのに必要な比較的

大きい混合セルを使用することによって影響を受けますが、分離度および感度の低下

は許容範囲内でした。（この実験では 1.7 µm の粒子径の内径 3 mm のカラムについて

は検討しませんでした。）

図 4d に大量注入の結果を示します。投与 4時間後の胆汁試料 900 µlを内径 3 mm

のカラム 3本に注入しています。ACQUITY UPLC®システムによって、最適な流速でカ

ラム 3本を組み合わせて使用するのに十分な背圧が得られました。Open Architecture

システム によって大量注入が可能になりました。その結果、比較的放射能濃度の低

いこの胆汁試料をカラムに注入し、オンラインラジオ検出器を用いて良質のラジオ

クロマトグラムを得ることができました。分離能および分離度は、図 4aに示してい

る標準ラジオ HPLCクロマトグラムと比較して、図 4bおよび 4cにみられるようにほ

ぼ同じ分析時間で大幅に向上しました。

図 4bおよび 4cのラジオクロマトグラムには、200 µL混合セルの代わりに固体セル

を使用しました。得られたピーク幅および形状から、性能の向上は混合セルだけで

なく、新デザインの Berthold社製固体セルにも当てはまると考えられます。図 4bの

分析には YG75-S6M固体セル（75 µL）を使用し、図 4cの分析には YG150-S6M固体

セル（150 µL）を使用しました。YG75-S6Mセルでは、200 µLの混合セルとほぼ同じ
14C標識化合物に対する感度と良好な分離度が認められます。YG150-S6Mセルは大

きさが 2倍であるため、放射線検出器の滞留時間も 2倍になります。しかし、ピー

ク強度の増大は、これよりも小さい YG75-S6Mセルと比較して±30%にすぎません

でした。これは、バックグラウンドノイズの増大によって説明することができますが、

さらに重要なのは、大きなセルでは拡散によって分離度の低下が引き起こされると

いうことです。
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図 4. （a） 投与 8 時間後のラット胆汁中 14C標識薬剤。250 µL
注入のラジオ HPLC分析。（b） 同量の同じ試料に関する 75 µL
固体セルを用いて 3.5 µmの粒子を充填した 3×（150×3） mm 
カラムでの分析、（c） 150 µL固体セルを用いた分析、（d） 75 µL 
固体セルを用いて 3.5 µmの粒子を充填した 3×（150×3） mm 
カラムでの投与 4時間後のラット胆汁 900 µLに関する分析
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図 注入量 放射活性 
（dpm） カラム 移動相A 移動相B グラジエント 流速 

（mL/分） 温度

2a 150 µL 35,000 Kromasil C18 
250 x 4.6 mm  

(5 µm)

0.025M 
NH4Form. pH4

CH3CN/CH3OH  
80/20

0 – 70 min: 5 → 80% B 1.0 mL min-1 35 °C

2b 150 µL 35,000 ACQUITY HSS T3 
2 x (150 x 2.1 mm)  

(1.8 µm)

0.025M 
NH4Form. pH4

CH3CN/CH3OH  
80/20

0 – 35 min: 5 → 80% B 0.3 mL min-1 60 °C

3a – d 260 µL 148,060 XBridge Phenyl and/or  
Atlantis T3 

2 x (150 x 3 mm)  
(3.5 µm) 

0.025M 
NH4Ac. pH6

CH3CN/CH3OH  
80/20

0  – 30 min: 5 → 40% B 
30 – 33 min: 40 → 95% B

0.6 mL min-1 60 °C

4a 250 µL 46,510 Kromasil C18 
250 x 4.6 mm  

(5 µm)

0.025M 
NH4Form. pH4

A/CH3CN/CH3OH 
10/10/80

0 – 5 min: 10 → 60% B 
5 – 45 min: 60 → 100% B

1.0 mL min-1 35 °C

4b – c 250 µL 46,510 Atlantis T3 
3 x (150 x 3 mm)  

(3.5 µm)

0.025M 
NH4Form. pH4

A/CH3CN/CH3OH 
10/10/80

0 – 5 min: 10 → 60% B 
5 – 45 min: 60 → 100% B

0.8 mL min-1 60 °C

4d 900 µL 38,934 Atlantis T3 
3 x (150 x 3 mm)  

(3.5 µm)

0.025M 
NH4Form. pH4

A/CH3CN/CH3OH 
10/10/80

0 – 5 min: 10 → 60% B 
5 – 45 min: 60 → 100% B

0.8 mL min-1 60 °C

表 1. 測定に用いたクロマトグラフの条件
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結論
本アプリケーションノートでは、新デザイン混合セルおよび固体セルを備えたオンラ

インラジオ検出器とOpen Architecture UPLCとを併用することで、放射性同位元素標

識代謝物を同定するための分離能やデータの質がいかに大きく向上するかを紹介し

ました。Open Architecture UPLCシステムは、内径の大きいカラムを組み合わせて使用

することで、放射能濃度の低い代謝物試料を大量に注入することできます。複数の

カラムを組み合わせることによって異なるカラムケミストリーを組み合わせることは、

ラジオクロマトグラフィーの選択肢を広げます。
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