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新しい技術に挑戦してみたものの、結果が出ずに挫折してしまった経験はありませんか？  また、そ
の悔しさをバネに、何かいい方法はないかと探してみたものの、結局手つかずで終わってしまったと

いう経験はありませんか？私もそういった経験があります! そして、多くの場合、努力の甲斐なく、そ
れが効率的であろうとなかろうと、元の方法に戻ってしまいます。これはどんな場面においておきる

ことがあるでしょう。

私はフラッシュクロマトグラフィーでペプチドを精製するようになって数年経ちますが、正直なと

ころ、同じような経験をしたことが何度かあります。しかし、私はあきらめることなく前進し、他の

研究者の助けを借りて、この技術をより簡単にするための戦略をいくつか発見することができまし

た。

今回の投稿では、フラッシュクロマトグラフィーによるペプチド精製をより成功させるために、最

も有用な方法をヒントとコツをまとめました。

新しい技術を習得したり、古い技術を新しい用途に応用したりする際には乗り越えなければならな

いハードルがあります。これらを成功するためには考え方を変えたり、方針を変更したりすることが

必要になります。これは、従来は低分子化合物精製のためのツールであったフラッシュクロマトグラ

フィーをペプチドの精製へ適用する場合にも当てはまります。ペプチドを精製する場合、純度に対す

る要求は確かに高くなることが多いですが、だからといって、ペプチドの分野においてフラッシュ精

製の可能性が直ちになくなるわけではありません。ここでは、フラッシュクロマトグラフィーによる

ペプチドの精製を成功させるために私が実践している 5つのコツを紹介します。



•必ず粗ペプチドを分析用 HPLCで測定してください

これにはいくつかの理由がありますが、最も重要なのは簡単な HPLC分析から得られるグラジエン

ト情報であり、実際にフラッシュ精製を行うとき、このときのグラジエント設計を反映することが多

いからです。他の理由として、あまり議論されていない重要な特徴は、分析用 C18カラムでのペプチ

ドを溶出するために必要なアセトニトリル濃度は、フラッシュ C18カラムに切り替えても変わらない

ということです。

•サンプルの溶出条件を補完するグラジエントの設計

ペプチドを溶出するのに必要なアセトントリルの濃度が決まれば、グラジエントを設計することが

できます。精製初心者の場合、この作業は精製準備の中で最も困難な作業となります。なぜなら、

HPLCを使用した精製を改善するために活用する方法が、ここでは役に立たないからです。私は通

常、サンプルをインジェクションするときの濃度は、溶出濃度より 15-20%低いアセトニトリル濃度

から始め、10カラムボリュームで直線的に約 50%増加するように設定し、最後に一気に 100%ア

セトニトリル濃度へステップアップしてカラム内を洗浄するようなグラジエントを設計しています

（図 1）。この設計方法は、ほとんどのペプチドサンプルでうまく機能しました。

https://www.biotage.co.jp/blog/peptide_blog/biotage-japan-peptide_blog04/


図 1: 分析用 HPLCで測定されたアセトニトリル 25-30%濃度でサンプルが溶出する条件で設計した
フラッシュでペプチドを精製するためのグラジエント。カラムを 10%アセトニトリルで平衡化（左の
ピンク）、サンプルをカラムにロード（縦線）、サンプルインジェクションの溶媒を完全に除去する
ためにカラム内のアセトニトリル 10%濃度に維持し、10カラムボリュームで 60%までアセトニトリ
ルを増加するリニアグラジエントで精製します。

•移動相添加剤を高濃度で使用する

通常、移動相は合成した租サンプル中のペプチドの分離を向上させるため、約 0.1%濃度の酸

（TFAまたはギ酸）を添加します。しかし、フラッシュカラムで精製できるサンプ量を考慮すると、
インジェクションしたすべての成分が想定通り完全にプロトン化させるために、添加剤の濃度を上げ

る必要があるかもしれません。移動相の添加剤濃度を TFA0.1%から 0.5%濃度（または他の添加剤で

も可）に上げると、クロマトグラムが著しくシャープになることがわかりました（図 2）。ピークが
シャープになることで、目的サンプルの取得や分析も容易になります。

https://www.biotage.co.jp/blog/peptide_blog/biotage-japan-peptide_blog18/


図 2:移動相の TFA濃度を上げながら 37アミノ酸のペプチドを精製したクロマトグラム。TFA濃度
を上げるとピークが著しくシャープになり、最も純度の高いフラクションを選択する確率が上がり、
追加で精製する必要がなくなります。

•サンプルをできるだけ少量ずつカラムにインジェクションします

逆相クロマトグラフィーを行う場合（どのタイプでも）、順相クロマトグラフィーを行う場合より

もピーク幅の拡大が懸念されます。これは、サンプルがカラム上にある間に起こるパーティショニン

グのメカニズムによるものです。ピーク幅を最小化するには、サンプルをできるだけ少量の溶媒に溶

解してカラムにロードすることをお勧めします。実際、私は DMSOを使用してサンプルを溶解するこ

とが多いです。DMSOを使用すると、サンプルを高濃度に保つことができ、クロマトグラフィーの結

果に影響を与えることがありません。



•ペプチドの物理化学的性質を考察する

多くの場合、私たちは初期設定や実績のある設定に頼ることになります。例えば、0.1% TFAを添
加剤として使用した条件での HPLC精製などです。しかし、この条件でうまくいかないことがありま
す。もし、分析開始前にペプチドの物理化学的特性を考慮すれば、この頭痛の種は完全に回避できる

かもしれません。私は通常、ペプチドの等電点を確認し、HPLCと組み合わせて、移動相の pHを酸性

あるいは塩基性にするかを決定し、最良の精製結果を得るようにしています（図 3）。

図 3:移動相の pH変化のみでの達成した精製効率化。直鎖状と環状のペプチドを含むオキシトシンの
サンプルは、pH 2 (0.1% TFA) では分離不可能であったが、pH 10 (0.1% 水酸化アンモニウム) で
は容易に精製可能に。

これらのヒントを参考に、フラッシュ精製を使ったペプチドサンプルのフラッシュ精製を検討され

てはいかがでしょうか?

フラッシュクロマトグラフィーを使って、最終的なペプチドの純度を向上させるテクニックにご興

味がおありですか?詳しく知るには、リンクを参照してください。

https://selekt.biotage.com/pps510-landingpage?__hstc=200525489.e1ba749f76b5907136eda1abede95bab.1646707776462.1647923985860.1648017049606.15&__hssc=200525489.1.1648096553105&__hsfp=557142114&hsCtaTracking=e7eaa543-2d9d-4938-9c6c-f7b171e9387a%7Cc787c83f-76fc-4cc3-94e3-57f6e27bcc16
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/



