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要旨
ペプチドはここ数年、様々な用途で注目されており、その関

心は高まっています。合成戦略の向上により、ペプチドはこれ

まで以上に長く、複雑に合成されるようになっています。しか

し、ペプチドの精製に関してはほとんど変化がなく、ペプチド

のワークフロー全体のボトルネックになっています。フラッシ

ュクロマトグラフィーによるペプチド精製は、現在利用されて

いる標準的な HPLC 法に代わる有効な方法として最近実証され

ています。フラッシュクロマトグラフィーは、ペプチドケミス

トにとって負荷容量が大きくでき、精製時間を短縮できるとい

う利点がありますが、ピークの分離能が低下するという妥協点

があります。ここでは、フラッシュクロマトグラフィーで高純

度のペプチドサンプルを精製するためのいくつかの戦略を紹介

します。

はじめに
ペプチドの研究は、様々な応用を目的として、多大な努力が

払われてきました。治療という観点からは、ペプチドは従来の

低分子化合物とバイオ製剤の中間に位置し、バイオ製剤が実現

する高い選択性と特異性という潜在的な利点を持ちながら、従

来の低分子治療薬に関連する細胞内への透過性 1 があります。

しかし、ペプチドは治療薬の枠を超え、結合型標的部位 2、細胞

内デリバリー配列 3、あるいはカプセル化戦略の主要成分 4 など

として有用性を見出されています。

ペプチドを用いたアプリケーションの広がりとそれに伴う化

合物の複雑さを考慮し、改良された合成戦略が発展してきまし

た 5,6,7。このような合成法の改善にもかかわらず、合成ペプチド

は依然として精製が必要になります。合成する化合物の数が増

えるにつれ、精製は合成ワークフロー全体のボトルネックとな

り、最初のビルディングブロック出発材料から最終的な精製ペ

プチド製品の提供までの進捗を大きく妨げています。

精製時の分離能に影響を与える粒子径
従来、ペプチドは逆相クロマトグラフィーを用いて精製され

てきました。クロマトグラフィーカラムを通過する際に、疎水

性固定相と親水性移動相との平衡相互作用が確立され、精製プ

ロセスを通じてペプチドがそれぞれの相互作用を継続的にサン

プリングすることにより、分配メカニズムによって分離が行わ

れます。この平衡状態を崩し、化合物を溶出させるには、移動

相の組成を変え、有機溶媒を十分な割合で分配させる必要があ

ります（図 1）。

図 1. ペプチドは、試料成分が固定相のアルキル鎖と移動相との相互作用を常にサンプ

リングしているパーティショニング機構を介して精製されます。移動相の有機溶媒濃度

が十分に高く、移動相との相互作用が固定相との相互作用よりも有利な場合に、ペプチ

ドが固定相から溶出します。

分配メカニズムは、化合物が固定相および移動相と相互作用す

るプロセスを記述するものですが、最終的に精製は他のいくつか

の要因に依存します。

分離能、すなわち隣り合う 2 つのピーク間の分離は、選択性、効

率、保持の 3 つの重要な要素に影響されます（式 1）。

選択性因子と保持性因子は、分離能を向上させるために多くの

パラメータを変化させることで化学的に調節することができます

が（詳細は後述）、効率因子は特定のカラムと固定相粒子に物理

的に関係するため、サンプルの分離能を向上させようとすると変

更が非常に困難となります。物理的に分離能を向上させる最も簡

単な方法は、カラム内のプレート数を増加させることです。

プレート数は粒子径に反比例するため、分離能を向上させるため

に、より小さな固定相粒子を求める傾向があります。しかし、大

量のサンプルを精製・回収しようとするペプチド研究者は、精製

のボトルネックになっていることに気づくことになります。

選択性因子と保持性因子は、分離能を向上させるために多くの

パラメータを変化させることで化学的に調節することができます

が（詳細は後述）、効率因子は特定のカラムと固定相粒子に物理

式 1. 分離能の式は、カラム効率、選択性、保持の関係を表すもので、N はプ
レート数、α は選択性係数、k は保持性係数を表します。
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図 2. 様々な粒径の吸着剤を使用した場合の試料負荷に対する分離効率（理論段数）で

す。理論段数は小さな吸着剤粒子では非常に高く、サンプルピーク間の分離能が高い

ことを示唆していますが、サンプル負荷が大きくなると理論段数は劇的に低下します。

重要なことは、理論段数は吸着剤粒子径に関係なく、高いサンプル負荷でほぼ同等で

あることです。

従来の逆相高速液体クロマトグラフィー(RP-HPLC)に代わる方

法として、ペプチドの分野では高性能フラッシュクロマトグラフ

ィー(HPFC)が注目されています。逆相 HPFC は、より大きな吸

着剤粒子（約 5～10μm に対して約 20μm）を使用しているため、

粗サンプルを大幅にロードすることができ、精製時間を大幅に短

縮することができます。ピーク間分解能は低下しますが、HPFC
は高純度のペプチドを得ることができることがすでに実証されて

います。特に分離が困難なペプチドや、極めて高い純度（99%以

上）が必要な場合、分離能が低下しても高純度のペプチドを得る

ために実施可能ないくつかのユニークなアプローチを以下に説明

します。

ペプチドの物理化学的特性を利用する
アミノ酸側鎖の多様性は、ペプチドに特定の標的に対する親和

性、活性、さらには選択性を付与します。しかし、この多様性は、

注意深く管理されなければ、精製作業を著しく複雑にしてしまい

ます。ペプチドを精製する際、ペプチドに含まれる酸性または塩

基性アミノ酸側鎖の平衡プロトン化状態により、ピークのブロー

ドニングや、極端な場合にはピークの完全な分裂が観察されるこ

とがあります。このため、移動相溶媒には、ペプチドサンプルを

単一のプロトン化状態に導く pH 調整剤が含まれています。

ほとんどのペプチド精製は、低濃度のトリフルオロ酢酸（TFA）

またはギ酸（FA）を添加した移動相で行われ、移動相の pH は 2～

2.5 となりますが、別の移動相添加剤を使用することも可能となっ

ています。例えば、ジスルフィド結合を介して環化した酸化型（環

状）と還元型（直鎖状）の 9 アミノ酸のペプチドであるオキシトシ

ンを含むペプチド混合物を例に示します。酸性化した移動相を用い

た「標準」条件では、この混合物を分析用 HPLC で分離できるはず

ですが、固定相の粒子が大きいために分離能が失われ、HPFC での

精製は全くうまくいきませんでした（図 3）。

図 3. 標準的な酸性化移動相溶媒を用いた、直鎖型と環状型のオキシトシンを含むサンプ

ルの分析 HPLC クロマトグラム（左）は、2 つの成分が単純に分離されていることを示唆

しています。酸性化した移動相溶媒と最適化したリニアグラジエントを用いた HPFC に

よる精製はうまくいきませんでした（右）。

よく調べてみると、Cys 側鎖のチオールがプロトン化される

酸性条件下では、直鎖状と環状のオキシトシンの見かけ上の疎

水性の差が小さく、分離が悪くなっていることがわかります。

分離能を向上させるためには、溶液中の 2 つの化合物のどちら

かに対する固定相の選択性を変化させる必要があります。移動

相の含有量、特に添加剤を変えることは、固定相の選択性を変

える簡単かつ効果的な戦略になります。

この場合、2 つの還元型 Cys チオールの存在は、クロマトグ

ラフィー的に利用できる要素を提供することになります。側鎖

のチオール基の pKa は約 8.34 であり、pH を上げると脱プロト

ン化され、直鎖状ペプチドの正電荷とクロマトグラフィー挙動

を劇的に変化させます（図 4）。

図 4. 直鎖状オキシトシン（左）と環状化オキシトシン（右）の pH を変化させたとき

の正電荷です。酸性条件下（pH 2-2.5）では、化合物は同じ正電荷を帯びており、大

きな吸着剤粒子では分離が非常に困難です。しかし、塩基性条件下（pH ～10）では、

直鎖ペプチド（Z = -2）は環状ペプチド（Z = -1）と比較して正電荷に違いが見られ、

固定相への選択性が変化して分離が改善されることがわかりました。
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注

この技術の有用性を検討する前に、HPFC カートリッジで応用さ

れている化学結合について理解することが非常に重要です。ほと

んどの HPLC カラムと同様に、化学結合はすべての pH 範囲に対

して安定である（またはそうでない）場合があります。安定な範
囲外の pH にさらされた場合、固定相の完全性が損なわれる危険

性があります。実際、シリカ結合アルキル鎖の遊離が起こり、ロ
ーディング容量の減少、ピーク間分離能の低下、精製された最終

ペプチドサンプルが遊離アルキル鎖で汚染される可能性（UV で

検出不可能）などがあります。Biotage® SNAP Bio と Sfär Bio カ
ートリッジは、品質保証の一環として、アルキル鎖の安定性につ

いて高 pH および低 pH でテストされています。使用後のカート

リッジを高濃度の未変性有機溶媒（アセトニトリルまたはメタノ
ール）で適切に保管すれば、上記のように移動相の pH の極大値

を切り替えても、固定相の完全性が損なわれることはありませ

ん。

移動相溶媒を 0.1%の水酸化アンモニウムで修飾し、最終的な

pH を約 10 にすると、これまで分離できなかった直鎖状と環状

のペプチド成分が、10 以上のカラムボリュームで分離されるよ

うになりました（図 5）。

図 5. 0.1%水酸化アンモニウムで修飾した移動相を用い、溶液を pH = 10 にして、直

鎖オキシトシン（ピーク 2）と環状化オキシトシン（ピーク 1）を分離した際の

HPFC クロマトグラムです。塩基性条件下では、正電荷対 pH プロットで予測される

ように、2 つのペプチドは 10 以上のカラムボリュームで分離されます。

興味深いことに、直鎖状の脱プロトン化ペプチドは、環状化

ペプチドよりもC18固定相に保持されることがわかった。これは、

Cysチオラートアニオンと移動相に存在するアンモニウムカチオ

ンの対イオンとの間のイオンペアリング相互作用によるものと

思われます。

オキシトシンのケースはかなり極端ですが、同じ戦略をもっと

長いペプチドにも適用して同様の結果を得ることができます。例

えば、37アミノ酸のペプチドであるGLP-1を酸性化した移動相溶

媒を用いたHPFCで精製すると、約8カラムボリュームでペプチ

ドが溶出し、フラクションを合わせた後の最終純度は64%になり

ます（図6上段、オレンジの枠）。

しかし、同じペプチドを塩基性移動相溶媒で精製すると、5カ

ラムボリューム以内で溶出し、ピークを合わせると最終純度

85%以上になります（図6下段、オレンジ色の枠）。

図 6．HPFC による粗純度約 26%の GLP-1 (1-37)の精製。移動相溶媒を酸性条件

（上段）または塩基性条件（下段）に変更しました。同等のサンプル負荷で、同

じリニアグラジェントを使用した場合、塩基性で修飾した移動相の方がより高い

純度が達成されます。

GLP-1 のように長さのあるペプチドの場合、移動相修飾剤

で固定相の選択性を変えて精製をうまく行うには、等電点（pI）
が最も重要な要素になります。GLP-1（pI=5.35）の場合、酸

性修飾剤で pH を 2 に調整すると完全にプロトン化したペプチ

ドが得られ、塩基性修飾剤で pH を 10 にすると脱プロトン化

したペプチドが得られます（図 7）。

pH

図 7. pH を変化させたときの GLP-1 (1-37)の正の電荷です。pH2（赤いアスタリ

スク）、pH10（青いアスタリスク）およびゼロ電荷（黒いアスタリスク）での正

電荷をハイライトしています。

ペプチドの pI が移動相の pH から 2pH 単位未満しか離れて

いない場合、上述のようにイオン化可能な各側鎖のプロトン化

／脱プロトン化状態の平衡分布が生じ、精製が思うように簡略

化できないどころか、精製がより困難になってしまいます。
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同時に複数の固定相を利用する
移動相の添加剤組成を変える代わりに、ショットガンプロテ

オミクス実験に用いられる戦略と同様に、精製のために第2の固

定相を含めることも可能となっています。ショットガンプロテ

オミクスでは、タンパク質サンプル（時には全細胞溶解液のよ

うな複雑なもの）をタンパク質分解し、多数のペプチド断片を

得て、その後、多次元クロマトグラフィーと質量分析を直接組

み合わせて、個々のペプチドやタンパク質の同定を行う方法に

なります。MUDPitはYatesらによって開発された戦略で、固定

相の選択性を変えるために強陽イオン交換と逆相の両方の固相

を組み込んでいます。これにより、質量分析計に入る「サンプ

ルミックス」の複雑さが軽減され、同定プロセスが簡素化する

ことができます。

残念ながら、Isolera™精製システムに対応した、真に交わ

る2つの固定相を入手することはできませんが、機能が大きく

異なる逆相の固定相 C4とC18ベースの吸着剤があります - そ

して幸いにも、カートリッジは出口と入口のルアーフィッティ

ングを介して接続できます（図8）。

アルキル鎖の長さは、2つの原理で固定相の選択性に影響を与

えます。1) アルキル鎖が長いほど、精製時にサンプルに与える見

かけ上の疎水性は大きくなり、2) アルキルが短いほど、極性シリ

カ固定相の影響を大きく受けることができる。C18はペプチド精

製において最も一般的な固定相の一つであるが、C4も特に疎水性

ペプチドに使用されることがあります。

図8. 全く新しいカラムを構築するのではなく、2つのBiotage® SNAPカートリッジを

アウトレットとインレットルアーフィッティングを介して接続することができます。

SNAPカートリッジを2本、アウトレットとインレットルアーフィッティングを介して

接続することができます。

両親媒性18アミノ酸ペプチドである18Aを精製すると、固定相

の選択性の違いが明らかになります。Biotage® SNAP Bio C18 

カートリッジを使用して粗 18A のアリコートを精製したとこ

ろ、十分な精製結果が得られました (図 9)。

図9. C18 SNAP Bio カートリッジを用いた粗 18A の精製（上）です。主なピーク（紫）

を濃縮すると、分析用HPLCで純度95%以上のペプチドが得られました（下）。
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分析用HPLCに残った不純物は、目的の18Aペプチドよりも早く

溶出し、この不純物が目的の18Aペプチドよりも親水性であること

を示しています。粗 18A の相当量を Biotage® SNAP Bio C4 カート

リッジで C18 による精製とまったく同じグラジエントで精製した

場合も、図 10 のように高い純度で精製できました。

図10. C4官能基化SNAP Bioカートリッジを用いた粗18Aの精製（上）です。主なピーク

（緑）を濃縮すると、分析用HPLCで90%以上の純度のペプチド >90%以上の純度のペ

プチドを得ました（下）。

この場合、分析用HPLCに残存する不純物は、目的の18Aペプ

チドよりも遅れて溶出し、ペプチド生成物と比較すると疎水性が

大きいことがわかりました。

個々の精製クロマトグラムを詳しく調べると、これらの違いが

さらに浮き彫りになります（図11）。

図11. C4（左）またはC18（右）固定相を使用して精製した場合の粗18Aの精製効率

の比較です。C4による精製では早期に溶出する（親水性の）不純物が観察されるが、

C18による精製では観察されず、固定相の選択性の違いが浮き彫りになっています。

まず、最も明らかな違いは、生成物ピークの保持の変化

です。予想通り、18AはC4官能基を有する固定相の方がC18
官能基を有する固定相よりも約1カラムボリューム分保持さ

れにくくなりました。18Aの溶出が早いにもかかわらず、

SNAP Bio C18で精製したときに18Aと共溶出する親水性の不

純物は、SNAP Bio C4固定相で明確に分離されました（青い

矢印）。しかし、疎水性が高く、溶出が遅い不純物は、

SNAP Bio C18でより明確に分離されます（オレンジ色の矢

印）。

どちらのカートリッジも単体では良好な性能を発揮します

が、選択性の違いにより最終的な純度を向上させることがで

きます。問題は、どの順番でカートリッジを接続すれば、最

良の精製結果が得られるかです。そこで、ルアーフィッティ

ングのカートリッジインレットとアウトレットを使用してカ

ートリッジをインライン接続し、同等のアリコートを、上記

と同じグラジエントを使用して、SNAP Bio C18カートリッジ

またはSNAP Bio C4カートリッジを最初に使用した新しい

「デュアルカートリッジ」で精製しました。

18Aのような両親媒性ペプチドの場合、カートリッジの順序は

最終的な純度に大きな影響を与えます。このペプチドをC4-C18
カートリッジ構成で精製した場合、C4官能基化吸着剤で分離さ

れた先行不純物は、C18を介した精製を彷彿とさせ、また分離度

が低いことが分かりました。しかし、重要なことは、後続の疎

水性不純物は、C18官能基化吸着剤単独の場合よりもわずかに大

きく分離されたことです(図12) 。

図12. C4-C18を直列に接続した2つのカートリッジを使用した18Aの混合固定相精製

を示します。C4単独精製で観察された早期溶出不純物はもはや観察されず（青色の

矢印）、選択性の向上はC18単独精製で観察された分離能の低下を克服するには十分

でないことが示唆されます。重要なのは、疎水性不純物の分離が維持されていること

です（オレンジ矢印）。

このことから、C4カートリッジの選択性は、試料が最初に遭

遇するC18固定相による親水性不純物の選択性の低さを克服する

には不十分であることが示唆されます。しかし、カートリッジ

の順番を逆にし、C18-C4構成にすると、親水性不純物の分離能

はC4含有カートリッジだけの場合を思わせるような分離能に回

復します。上記のパターンとは逆に、疎水性不純物もやはり分

離されます（図13）。
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図13. C18-C4を直列に接続した2つのカートリッジを使用した18Aの混合固定相精製

を示します。親水性不純物の分離が回復しています（青色の矢印）。興味深いことに、

疎水性不純物の分離も維持されています（オレンジ矢印）。これは、カートリッジの

順序に関係なく、C18固定相による疎水性不純物の保持が効率的な分離に十分なこと

を示唆しています。

選択性の違いとカートリッジの向きを適切に組み合わせることで

を組み合わせることで、大きなメディア粒子径と低圧システムに

もかかわらず、98%以上の最終純度を持つ18Aを得ることができ

ました。

リニアグラジエントに代わるステッ
プグラジエント

精製中に分離能を変えるための最も一般的な方法は、精製方法に

かかわらず、グラジエントの傾きを変えることです。多くの場合、

グラジエントの変更には、リニアグラジエントの勾配を減少させ、

精製中に強溶媒（この場合はアセトニトリル）の各特定濃度で実施

する時間を増加させることになります。この戦略はRP-HPLCメソ

ッドではかなり有効ですが、RP-HPFCに適用した場合はうまくい

きません（図14）。

図 14. 精製効率は、グラジエントのデザインによっても左右されます。精製に急

すぎるリニアグラジエントを使用すると、効率が悪くなることが多いです（左の

パネル）。しかし、グラジエントの傾斜を下げると、ピークの幅が広がり、目的

のペプチドのピークを正しく識別できなくなり、精製からの総ペプチドの回収率

が悪くなることが多いです（右のパネル）。

急勾配のグラジエントはシャープなピークが得られるが、分

離能や精製効率が悪く、浅いグラジエントはピークが大きく広

がり、サンプルの回収率が低下し、生成ピークの同定が困難に

なるという絶妙なバランスがあるようです。では、HPFCで精製

する場合、何から始めればいいのでしょうか。

配列の長さ、アミノ酸の種類、粗純度の異なる数百種類のペ

プチドを精製した結果、私は以下のような基本的な予備グラジ

エントのフレームワークに落ち着きました。

1. 粗ペプチドの分析用HPLCを実行します。これには2つの目

的がある。

a. 粗生成物中に目的のペプチドが実際に存在するかどうか

を知ることができます

b. また、目的のペプチドが溶出するアセトニトリル濃度を

知ることができます

2. 溶出濃度より15%以上低いアセトニトリルからスタートし、

10カラムボリュームにわたって40～50%のアセトニトリル

（総変化量）を流すグラジエントを構築します

例えば、粗ACP(65-74)は約25%アセトニトリルから溶出する

ので、私がRP-HPFCでこのペプチドを精製する際に用いるグラ

ジエントは、10カラムボリュームで10%から50%になるように

設定しています。このグラジエントは、標準的なHPLCグラジ

エントよりもやや急ですが、HPFC粒子の分離能とうまくバラ

ンスが取れているようで、一般にかなり純度の高いペプチドが

得られます。

しかし、このようなグラジエントでは1回の精製で十分な純度

が得られない場合があることもあります。

図 15. 分析用HPLCの評価データから構築したリニアグラジエントを用いた33残基

のカチオン性ペプチドの精製です。この最適化されていないグラジエントを使用し

た場合、最終的な純度はわずか60%にとどまりました。

そこで、最初のグラジエントの傾きを小さくするのではなく、

リニアグラジエントから得られた選択性の情報を使って、ステ

ップグラジエントを構築することにしました。ステップグラジ

エントは、順相クロマトグラフィーにおいて精製時間や総溶媒

消費量を減らすための戦略としてよく使われます。

ペプチド精製のためにステップグラジエントをプログラムする

ことを決定したとき、すぐにいくつかの疑問が生じます。

» 初期のアセトニトリル濃度はどの程度にすればよいか。

» 親水性の不純物を溶出させ、ペプチドを溶出させないアセ

トニトリル濃度は。

» ペプチドを溶出し、疎水性不純物を溶出しないアセトニト

リル濃度は。

» アセトニトリル濃縮の各ステップは、完全に溶出させるた

めにどれくらいの時間保持する必要があるか。

高速フラッシュクロマトグラフィー精製による高純度ペプチドの実現
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幸いなことに、Isolera™またはIsolera™Dalton2000は、リニア

グラジエントの結果と一緒に最適化機能を使用して、これらの質問

に対する答えを提供します（図16）。 
 

 
図 16. Isolera™ Dalton 2000 ソフトウェアの Optimize 機能では、ユーザーが目

的のピーク (製品または不純物) を選択すると、選択したピークの精製に最適な

ステップグラジエントが自動的に作成されるようになっています。 

 

Optimize ウィンドウでは、目的のピークを選択できます。

それは目的の生成物であれ、隣接する不純物ピークの1つで

あれ、リニアグラジエントに定義された波長のいずれかを使

用し、感度を増減してソフトウェアに溶出アセトニトリル濃

度を入力できます（図16、オレンジのボックス）。ステップ

グラジエント情報は、次の精製のためにメソッド構築に直接

インポートすることができます。 

目的のペプチドのピークを選択し、ソフトウェアが提案す

るように1段階精製をプログラムすると、最終的な純度はリニ

アグラジエントよりも向上します（図17）。 

 
 

図 17. 33残基のカチオン性ペプチドを、Isolera™ Dalton 2000 Optimizeソフトウ

ェア機能の指示に従い、シングルステップを含むステップグラジエントを用いて

精製したものです。線形グラジエント精製と比較して粗純度は増加しましたが、

親水性不純物が目的のペプチド生成物と共溶出するようになりました。 

しかし、得られた純度では、実験を進めるには不十分でし

た。このようなグラジエントでは、目的物と早期に溶出する

親水性の不純物との分離が破綻してしまうことは明らかです。 

最初のステップグラジエントを利用することで、目的のペ

プチドを保持したまま、早期に溶出する親水性の不純物を溶

出させることができます。最適化機能では、リファレンスグ

ラジエントから任意の溶出部分を選択し、どの濃度の強溶媒

を最初のステップグラジエントに使用する情報を提供してく

れます。グラジエントデザインと強溶媒濃度の微妙な違いは、

最適化プロセスを進めることで明らかになります。 

ペプチドが溶出し始める目的物ピークのセグメントを選択

することによって導かれるように、目的のペプチドが数パー

セントだけ溶出するように強溶媒濃度を変更すると、最終純

度を大幅に上げることができます（図18）。 
 

 
図 18. グラジエント内のステップ数を増加させることによる純度の向上。目的の

ペプチド溶出濃度である 55% MeCN の前に 45% MeCN の初期ステップを組み込

むことで、33 残基ペプチドの最終純度が 60% (リニアグラジエント) から 70% 

(右上パネル) に改善されました。最後のペプチド溶出ステップの濃度を 53% 

MeCN に下げると、最終純度はさらに 74%に向上しました（右下パネル）。 

 

 
 

特に疎水性の遅い溶出不純物をターゲットとした第3ステ

ップを組み込むことで、最大の改善結果が得られました

（図19）。 
 

 
図 19. 最終的な純度は、溶出ステップを追加して3ステップとし、リニアグラジ

ェントと同等の精製時間（約22分）で89%を達成しました。重要なことは、目

的のペプチドが溶出した後に最終ステップを加えることで、明確なピークが維

持され、疎水性不純物と目的のペプチドが共溶出することを防ぐことができた

ことです。 
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ステップを追加することで、目的のペプチドの溶出が少し

シャープになり、全体の回収率が上がり、疎水性不純物が共

溶出し始めるカートリッジからの長く遅い溶出を防ぐことが

できます。最終的に、グラジエントを最適化されたリニアグ

ラジエントから最適化されたステップグラジエントに切り替

えることで、最終的なサンプル純度を約60%(リニアグラジエ

ント)から約89%(ステップグラジエント)まで大幅に増加させ

ることができました。この最終純度は、実験に十分な純度に

近づいています。このプロセスでは、最適なステップグラジ

エントを特定するために4回の精製が必要でしたが、各精製の

所要時間は合計20分以下であり、ペプチドのワークフロー効

率を向上させることができました。 

Optimize機能は、もともと低分子の順相精製に使用するために

設計されました。したがって、ペプチド精製用の逆相グラジエン

トをプログラムする際には、いくつかの点に注意する必要があり

ます。まず第一に、各ステップの長さです。カートリッジが溶媒

と完全に平衡化し、目的の化合物が完全に溶出するためには、最

低でも3カラムボリュームが必要であると私は考えています。

Isoleraは、ペプチドがカラムに保持されないような開始条件を

使用する傾向があることに注意することが重要です。リニアグラ

ジエントと同様に、溶出に必要なアセトニトリル濃度より5～

20%低い濃度で初期条件を設定することをお勧めします。 

 

結論 

ペプチドを様々な用途に使用する研究への関心は高まる一方で

す。しかし、ペプチドの精製はボトルネックとなり、研究の進捗

に支障をきたしています。高性能フラッシュクロマトグラフィー

（HPFC）を使用すれば、精製時間を短縮することができ、ペプ

チドを用いた研究をより効率的に進めることができます。より大

きな粒子径は高いローディング容量を可能にしますが、分離能に

妥協が生じます。ここでは、複雑な粗ペプチドの最終的な純度を

高くし、最小限の労力で、ロード量の増加とそれに伴う精製時間

の短縮を最大限に活用できるようにする戦略を紹介しました。 
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