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アプリケーションの利点 

■■ グラミシジンの迅速分析

■■ 負荷量に対する直線性

■■ 正確かつ精密なグラミシジンの分析メソッド

■■ 他の疎水性ペプチドやタンパク質への応用

の可能性

はじめに

逆相液体クロマトグラフィー（RPLC）による疎水性ペプチドやタンパク質の分

析は非常に困難です。疎水性成分の溶解状態を保持するため、界面活性剤を

必要とすることが多く、また、それらが凝集や沈殿することで回収率に悪影

響を及ぼすことが少なくありません。他の問題もさることながら、こうした

事情から、RPLCによる疎水性ペプチドおよびタンパク質の分離は困難になっ

ています。

本アプリケーションノートでは、膜貫通ペプチドの例としてグラミシジン

を用い、ACQUITY UPC2TM システムの Waters® UltraPerformance Convergence 

ChromatographyTM テクノロジーによる分離能力を示します。

グラミシジンは、ブレビバチルスによって生成され、よく研究されている膜貫通

ペプチドです。グラム陽性菌および一部のグラム陰性菌に対して局所的に用いら

れる抗生剤に使用されます。グラミシジンは、ホルミル -L-Val-Gly-L-Ala-D-Leu-L-

Ala-D-Val-L-Val-D-Val-L-Trp-D-Leu-L-X -D-Leu-L-Trp-D-Leu-L-Trp-エタノールアミン族で

構成され、Xはグラミシジン分子によって変わり、Gram A （X  = Trp）、Gram B 

（X  = Phe）、Gram C （X  = Tyr） として、全グラミシジン中にそれぞれ約 87.5％、

7.1％、5.1％の比率で存在します。1 D体、L体アミノ酸が互いに入れ替わるた

めにはβヘリックス構造を取る必要があります。

本アプリケーションノートでは、カラムケミストリー、移動相の添加剤および

グラジエント勾配がグラミシジンの分離に及ぼす影響を調べました。今回ご紹

介するのは、市販の OTC医薬品の分離について、最適化したメソッドを用いて、

グラミシジンの濃度をラベル表示と比較します。グラミシジンの濃度は、各成

分のイオンクロマトグラムを使い、質量分析計で分析しました。ACQUITY UPC2 

システムを使い独自のメソッドを用いて分析した結果、直線性および再現性の

高い結果が得られ、OTC医薬品のグラミシジン濃度はラベル表示の 98.4％であ

ることがわかりました。
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実験方法

分析条件

以下、特に記載のない限り、次に示す最適化され

た条件を全クロマトグラムに適用しました。

UPC2 条件

UPC2システム： ACQUITY UPC2

検出器： PDA および ACQUITY SQD 

PDA 280 nm、解像度 6 nm 

（補正：400 ～ 500 nm）

カラム： ACQUITY UPC2 CSH Fluoro-Phenyl

 3.0 x 100 mm、1.7 µm

カラム温度： 50 ℃

サンプル温度： 15 ℃

出口圧力： 1885 psi

注入量： 1 µL

流速： 2.0 mL/分

移動相 A： CO2

移動相 B： 0.1% TFA（トリフルオロ酢酸） 
含有メタノール 

（記載のないかぎり）

グラジエント： 20% → 30% B/1.5分

SQD 条件

極性： ES+

コーン電圧： 20 V

キャピラリー電圧： 3.7 kV

ソース温度： 150 ℃

脱溶媒温度： 500 ℃

脱溶媒ガス： 400 L/時

コーンガス： 25 L/時

SIR： m/z  922.6、 930.3、 941.9

データ管理

Empower 3 ソフトウェア

サンプル調製

シグマアルドリッチ社からアノイリナーゼ菌 Bacillus aneurinolyticus（バチルス

ブレビス）由来のグラミシジンを購入し、メタノールで溶解し、濃度を 0.5 mg/

mL に調製しました。

また、薬局で OTC製品のグラミシジン含有軟膏を購入しました。軟膏 0.2 gを

10 mLのヘキサンに溶解し、メタノール 5 mL にてグラミシジンを抽出しました。

メタノール層を除去し、0.2 µmのガラス焼結フィルターでろ過し ACQUITY UPC2 

システムに直接注入しました。

結果および考察

系統的に 4種類のカラムケミストリーのスクリーニングを行い、どのカラムが

最も分離効率が高いかを調べ、その結果を図 1に示しました。カラムスクリー

ニングは迅速に行われ、1時間以内で完了しました。スクリーニング条件下で

は、BEH 2-EPおよび BEHのカラムからは分析物のピークが溶出しませんでした。

他のケミストリーで十分なクロマトグラフィーの性能が示されたので、BEH 

2-EPと BEHのカラムで分析物が溶出しなかった理由については調査していません。

ACQUITY UPC2 CSH Fluoro-Phenylカラムのピーク形状が最も優れており、以降の

分析では、このカラムを用いることにしました。

図 1.  グラミシジン標準品のピーク形状および保持について様々なカラムケミストリーでスク
リーニングを行った実験結果。カラムはすべて粒子径 2 µm 以下の 3.0 x 100 mm のサイズを使用。
分析条件はすべて移動相 A：CO2、移動相 B：0.1% ギ酸 /メタノール溶液、流速：2 mL/分、グラ
ジエント：3% → 25% B /5分。
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図 2. グラミシジンの分離にお
ける酸の添加効果

図 3. グラミシジン A、B、および 
C の分離の最適化実験結果（UV 
280 nmで検出）

グラミシジン成分の分離において、酸を添加剤として使用する効果を調べました。その結果、TFA（トリフ

ルオロ酢酸）を添加すると図 2に示すようにややピーク形状が改善し、グラミシジン A と Cの分離が向上

することがわかりました。TFA が質量分析計のイオン化を抑制することは知られていますが、今回の実験で

は、どの成分についても OTC医薬品の定量に十分なシグナル強度が得られました。これについては後述し

ます。さらに感度を要求されるアプリケーションの場合、TFA 濃度を下げるか、ギ酸を使用して、検出感度

を高める必要があるかもしれません。

適切なクロマトグラフィー条件が特定されたので、グラジエント時間を短縮して分離の最適化を試み、そ

の結果を図 3に示しました。各グラミシジン成分について分離度 1.4以上を 1分 30秒で得ることができま

した。流速は変更せず、分析時間を短縮してグラジエント勾配を上げていきました。効率の良い分離が維

持されると共に、グラミシジン A に対する S/N比も 336から 605に向上しています。
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最適化された分析条件下で、シングル四重極型質量分析計（SQD）を使い、各成分の分析を行いました。図 4

では質量分析計により各成分がよく分離され、検出されたことがわかります。また、グラミシジンの各成分で

M+2Hイオンが主ピークとして検出されています。これらの値は、このあとの選択イオンモニタリングで使用します。

図 4. トータルイオンクロマトグラム（パネル A） 、各グラミシジン成分の積算スペクトル（パネル B～ D）。市販の抗生剤中の
グラミシジン定量には最も強度の高いイオンを選択しました。 ペプチド配列中の L 異性体を赤字、D 異性体を黒字で示しました。
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OTC 医薬品中のグラミシジンの定量に対する本メソッドへの適用可能性を見極めるため、図 5Aに示した通り

ACQUITY SQDで選択イオンモニタリングを行いました。濃度とピーク面積値をグラフにプロットし、各成分

の検量線を作成し、図 5B～ Dに示したように、今回の試験範囲ではどの成分についても直線性が得られまし

た。この検量線を用いて、OTC 製品中の各グラミシジン成分の濃度を算出しました。

図 5. パネル A：25.0、12.5、1.25および 0.625 mg/mL の各濃度で調製した各グラミシジン標準品の選択イオンクロマトグラム。
パネル B、C、D：各グラミシジン A、B、C について、MSピーク面積が示す直線性。

開発したメソッドを用いて、OTC 医薬品中のグラミシジン成分の濃度と含有率を評価しました。繰り返し分

析においても検出された各グラミシジン成分の相対標準偏差（％ RSD）は低く、算出された濃度はラベルに

表示されている濃度と合致しました（図 6）。また、グラミシジンの各成分の含有比率も文献記載の数値と一

致しました。1

図 6. 抗生剤軟膏から抽出したグラミシジン A、B、C の選択イオンクロマトグラム（重ね書き）。繰り返し分析（N= 3）の RSD値は、
許容範囲内であり、算出した含有比率は文献の値と一致しました。1

グラミシジン測定値は 9.8 µg/mL 
（期待値は 10 µg/mL）

98.4 % の回収率



結論

本アプリケーションノートでは、ACQUITY UPC2 システムと ACQUITY 

UPC2 カラムとの融合により、シンプルかつ正確で再現性の高いグ

ラミシジンの分析メソッドの実現を証明しました。本研究により

ACQUITY UPC2 システムが、疎水性ペプチドの分析に対しても有効

であり、膜タンパク質などの疎水性タンパク質に対しても有効で

ある可能性が高いことが示されました。
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