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逆相 HPLC では現在、メディア、粒子径、さらには粒子孔径が異なる様々なカラムが存在してお

り、多くの選択肢が提供されています。ペプチド精製においてしばしば認められている懸念は、逆相

精製を実施した際のペプチド回収率であり、特に貴重なペプチドについては回収率について敏感にな

ります。私は逆相フラッシュクロマトグラフィーによるペプチド精製を用いたとき、ペプチドの回収

率にはどのように影響を受けるか考えました。

今日の投稿では、逆相フラッシュクロマトグラフィーを用いて、純度と長さが異なる 2 種類のペプ

チドの回収レベルを比較しました。2 種類のペプチドを比較するだけでなく、移動相の pH を変える

ことによって回収率が影響されるかについても評価しました。

逆相フラッシュクロマトグラフィーでペプチド精製を始めたとき、私が最初に浮かんだ懸念の 1 つ

は、この精製方法でどの程度のペプチドが失われるかということでした。特にチャージ量が少ない場

合、ペプチドの回収量が減ることについては常に懸念があります。Biotage®SNAP Bio C18＊カー

トリッジを用いて、添加剤を加えた移動相に性質の異なる 2 種類のペプチドの回収量を検討すること

にしました。使用するカラムには、ペプチド精製に最適な C18 の小さな粒子サイズ 20μm と大きな

細孔サイズ 300Å の完全にキャップされた球状のシリカビーズからなるメディアが含まれています。

私は比較的短くて合成純度が高いペプチドを利用して、回収率の評価を行いました。私は、私のカ

ップリング試薬として DIC/Oxyma を用いて、Biotage®Initiator+Alstra で 10 残基のペプチドであ

る ACP65-74 を合成しました。合成は予想通り成功しましたが、HPLC の UV スペクトルによる分

析すると、後半に保護基の残渣が溶出されたため、総合的な純度は低下して 36%となりました（図

1）。

https://www.biotage.co.jp/blog/peptide_blog/biotage-japan-peptide_blog12/


＊現在、Biotage SNAP Bio C18 は Biotage® Sfär Bio C18 Duo 300 Å 20 μm へ切り替

わっております。同じメディアを使用しております。リンク：

https://www.biotage.co.jp/products_top/peptide-synthesis-purification/sfar_bio/

図 1: ACP ペプチドの分析用 HPLC クロマトグラム。ペプチドの純度は 36%になります。

精製方法について説明します。粗ペプチド約 50mg を DMSO に溶解し、10g SNAP Bio カートリ

ッジにチャージし、Biotage®Isolera Dalton で精製を行いました（図 2）。ペプチドはアセトニト

リルの濃度が 30%付近で溶出することを示唆する分析クロマトグラフィーに基づいて、10~50%の

アセトニトリルの 10 カラムボリュームのグラジエントで実施しました。

https://www.biotage.co.jp/products_top/peptide-synthesis-purification/sfar_bio/


図 2: DMSO に溶解した ACP 48.1mg を 10g の SNAP Bio C18 カートリッジにチャージして精製し
た際のクロマトグラム。8 カラムボリューム付近のピークを回収して回収率を計算しました。

フラッシュ精製のカラムは HPLC カラムと比較すると大きな粒子径になりますが、Val が欠損し

た配列と目的物を分離することに成功しました。目的物が含まれるピークを回収し、濃縮して乾燥す

ると、ペプチドの最終純度は 92%で得られ、予想される回収量 17.3mg のうち 14.5mg を回収でき

ました。この結果は 96%の回収率に相当します！

次に、GLP-1 ペプチドを精製しました。GLP-1 は 37 アミノ酸からなるペプチドで、およそ 26%
の純度で合成できました（図 3）。この精製では、水酸化アンモニウムを添加した移動相を用いて塩

基性 pH に変更して実施することにしました。私は過去にこの戦略を用いて、精製結果が大きく改善

した実績がありました。しかし、私は今回以前では回収効率について評価していませんでした。



図 3: GLP-1 の分析用 HPLC クロマトグラム。ペプチドの純度は 26%になります。

私は GLP-1150mg を DMSO 約 1mL に溶解し、25g SNAP Bio カートリッジにチャージし、

Biotage®Isolera Dalton で精製を行いました。カートリッジサイズで 25 g を使用したのは、精製

する粗ペプチドの量から変更したわけではなく、副生成物を含んだペプチド溶液をチャージするにあ

たり DMSO 量が増加したためです。

私はアセトニトリル濃度を 20～70%のグラジエントで精製を行いました（図 4）。私分析クロマ

トグラフィーでは、目的のペプチドはアセトニトリルの濃度が約 40%で溶出することが示唆されてい

ますが、これは酸で pH 調整した移動相を用いた時のデータになります。結果として、私はこのグラ

ジエントで塩基性 pH 条件におけるフラッシュクロマトグラフィーを用いて精製を実施しました。私

は塩基性条件においても同じ濃度付近で溶出されることを期待しました。

https://selekt.biotage.com/blog/how-much-dmf-or-dmso-can-i-inject-on-my-reversed-phase-flash-chromatography-cartridge


図 4: DMSO に溶解した ACP 147.5 mg を 25 g の SNAP Bio C18 カートリッジにチャージして精製
した際のクロマトグラム。５～６カラムボリューム付近のピークを回収して回収率を計算しました。

目的のペプチドは、塩基性の移動相によるグラジエントではほぼ 2 カラムボリュームで溶出しまし

た。しかし、酸性条件下での精製では目的のペプチドが溶出する付近別のピークが観察されました(デ
ータは示していません)。保持時間が変わったことは、不純物を除外してペプチド純度の増加につなが

りました。MS スペクトルのピーク(淡緑色の線)を目安として、目的ペプチドを含むピークを回収しま

した。この溶液を濃縮して乾燥すると、期待されるサンプル量 39.8mg のうち 33.7mg を回収し、最

終純度は 87%になりました。これは回収率は 85%に相当しました!

この純度レベルでは、ほとんどの生物学的アッセイでの使用に耐えるほど十分ではありませんが、

合成時の混合状態から、目的のペプチドを精製することができました。アッセイにも使用できる純度

までには最終的に HPLC を実施することになりますが、HPLC 精製時のチャージ量を大幅に減らすこ

とができました。

これまでの結果をまとめると、今回のデータは、中程度の純度の粗ペプチド (単純精製)から、また

は様々な条件下での最終的な HPLC 精製前に、逆相フラッシュクロマトグラフィーを実施してもペプ

チドをほとんど失うことなく、高い回収率で得られることを示唆しています。さらに重要なことは、

移動相の添加剤の変化にもかかわらず高い回収率が維持されたことです。



精製中のペプチドが失われないためにはどのような方法がありますか？

フラッシュクロマトグラフィーを用いてペプチドの最終的な純度を改善できる戦略についてさらに

詳しく知るには、リンクを参考してください。高純度ペプチドを得る方法についてさらに学びましょ

う。

https://selekt.biotage.com/pps510-landingpage?__hstc=200525489.79872d5aabed48359501a4bfa44bf9a8.1596000390533.1597720048712.1597817099506.6&__hssc=200525489.1.1598923787070&__hsfp=1717790426&hsCtaTracking=60abd8ef-fd30-48b7-a519-799f92850fd3%7Ccde3093e-666e-4a43-bdfd-32d0719abe4a
https://selekt.biotage.com/pps468-holistic-peptide-white-paper?hsCtaTracking=fe09e46b-7b7d-496e-850d-761c14eb490c%7C8338cb1c-0658-4c80-ba86-2d3fa62a21ae
https://www.biotage.co.jp/



