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要約

Otto SPEcialist 加圧マニホールドを⽤いることで、ニート溶液および⽣物学的マトリックスのいずれからも、ペプ

チド医薬品および内因性ペプチドが⾼い再現性で抽出できます。ペプチド抽出の再現性に関しては、熟練者が操作

する⼿動の加圧マニホールドと同等の結果が得られました。 

アプリケーションのメリット

半⾃動 SPE により、ペプチド医薬品および内因性ペプチドの再現性の⾼い抽出が可能に■

簡単で再現性の⾼い分析法移管■

はじめに

ペプチド医薬品および内因性ペプチドは、⽣物学的マトリックスからの抽出が困難であることがよく知られていま

す。固相抽出（SPE）によるペプチド抽出は、ロード、洗浄、溶出の各ステップを慎重に制御する必要があるため

、初⼼者にとっては特に困難になる場合があります。固相抽出処理には真空マニホールドや加圧マニホールドを使

⽤できますが、これらの⽅法では、溶媒やサンプルの流速を慎重に制御する必要があります。ペプチドの抽出を成

功させるには、低速で再現性のある流速が不可⽋で、サンプル前処理全体にわたって流速が⼀貫しないと、再現性

のない結果につながります。Otto SPEcialist 加圧マニホールドは、固相抽出の各ステップの圧⼒制御を⾃動化し、

毎回同じ抽出条件を再現することができます。本研究では、ニート溶液および⽣物学的マトリックスのいずれから

も⾼い再現性でペプチド医薬品を抽出できる Otto SPEcialist の性能を実証しています。 

結果および考察

4 種類のペプチド医薬品（ロイプロリド、ゴセレリン、ビバリルジン、プラムリンチド）をニート溶液で調製し、

Waters OASIS ペプチドセパレーションテクノロジー（PST）の固相抽出プロトコルを使⽤して、2 種類のイオン交

換吸着剤（MAX および WCX）で抽出しました1。これらの陰イオンおよび陽イオン交換吸着剤は、ほとんどのペプ

チド医薬品および内因性ペプチドの固相抽出精製に適しています。ペプチドは各 50 ng/mL の混合物として調製し

、リン酸を⽤いて酸性にしました。これらのペプチドの回収率を分析するために、固相抽出前または固相抽出後に

サンプルをスパイクしました。PST 分析法開発 µElution SPE プレートをメタノールと⽔でコンディショニングし

、酸性にしたサンプル（n=8）をロードしました。⽔酸化アンモニウムでサンプルを洗浄し、続いてアセトニトリ

ル⽔溶液で洗浄してから、アセトニトリル、⽔、トリフルオロ酢酸の混合液で溶出しました。これらのペプチドの 



MAX および WCX の各吸着剤での回収率を図 1 に⽰します。表 1 に、2 つの異なる吸着剤を使⽤した場合のそれぞ

れの抽出の回収率および再現性を⽰します。各ペプチドについて選択した吸着剤を強調表⽰しています。これらの

結果は、経験豊富な固相抽出ユーザーが加圧で⾏った以前の実験と⼀致しています。

図 1. ロイプロリド、ゴセレリン、ビバリルジン、およびプラムリンチドを、Otto SPEcialist を使⽤し、MAX およ

び WCX 固相抽出で抽出した結果 

表 1. ロイプロリド、ゴセレリン、ビバリルジン、およびプラムリンチドを、MAX および WCX 固相抽出で抽出した

結果。各抽出の %RSD は、ペプチドごとに選択した最適な吸着剤について再現性が⾼いことを⽰しています。



Otto SPEcialist は、⽣物学的マトリックス中に調製したペプチドの再現性のある抽出にも役⽴ちます。プラムリン

チドは、50 〜 50,000 pg/mL の濃度範囲でラット⾎漿中に調製しました。品質管理（QC）サンプルは、検量線の

全範囲にわたって抽出の再現性を分析するために、低（75 pg/mL）、中（2,500 pg/mL）、⾼（40,000 pg/mL）

のレベル（n=6）で調製しました。以前に最適化した⽅法で、Otto SPEcialist と⼿動の加圧マニホールドの両⽅を

使⽤し、WCX 固相抽出を⽤いてサンプルを抽出しました2。図 2 に QC サンプル抽出の精度を⽰します。すべての 

%RSD は 15% 未満で、バイオ分析法ガイドラインに⼗分に適合しています。Otto SPEcialist は、加圧マニホール

ドの %RSD 10% 未満より低い %RSD 5% 未満を達成しました。Otto SPEcialist は加圧マニホールドと同等の %

RSD を達成し、場合によっては 75 pg/mL という低 QC レベルでより優れた結果が得られました。 

図 2. Otto SPEcialist および⼿動の加圧マニホールドを使⽤して、ラット⾎漿から低、中、および⾼ QC レベルのプ

ラムリンチドを抽出しました。各 QC レベルの %RSD は、2 つの抽出法の間で同等でした。

結論

本研究では、ペプチド医薬品の抽出に関して、⼿動の加圧マニホールドと同等の Otto SPEcialist 加圧マニホール



ドの性能が得られることを実証しています。

Otto SPEcialist は、ニート溶液および⽣物学的マトリックスからのペプチド医薬品の抽出に関して、同等の回

収率と %RSD を達成

■

プログラムが容易で、ユーザー間やラボ間で簡単に分析法を移管可能■

参考⽂献

Oasis Peptide Bioanalysis Reference Card.Waters Literature 720006298EN <

https://www.waters.com/webassets/cms/library/docs/720006298en.pdf> .

1. 

Dunning CM, Lame M, Wrona MD, Haynes K. Development of a SPE LC-MS/MS Method Utilizing 

QuanRecovery Sample Plates with MaxPeak Performance Surfaces for the Bioanalytical Quantification of 

Pramlintide from Serum.Waters Application Note 720006527EN <

https://www.waters.com/nextgen/us/en/library/application-notes/2019/spe-lc-ms-ms-method-

quanrecovery-sample-plates-maxpeak-performance-surfaces-pramlintide-from-serum.html> .

2. 

ソリューション提供製品

ACQUITY UPLC I-Class PLUS システム <https://www.waters.com/134613317>

Xevo TQ-XS タンデム四重極型質量分析計 <https://www.waters.com/134889751>

MassLynx MS ソフトウェア <https://www.waters.com/513662>

720007148JA、2021 年 2 ⽉

© 2021 Waters Corporation. All Rights Reserved.

https://www.waters.com/webassets/cms/library/docs/720006298en.pdf
https://www.waters.com/webassets/cms/library/docs/720006298en.pdf
https://www.waters.com/webassets/cms/library/docs/720006298en.pdf
https://www.waters.com/webassets/cms/library/docs/720006298en.pdf
https://www.waters.com/nextgen/us/en/library/application-notes/2019/spe-lc-ms-ms-method-quanrecovery-sample-plates-maxpeak-performance-surfaces-pramlintide-from-serum.html
https://www.waters.com/nextgen/us/en/library/application-notes/2019/spe-lc-ms-ms-method-quanrecovery-sample-plates-maxpeak-performance-surfaces-pramlintide-from-serum.html
https://www.waters.com/nextgen/us/en/library/application-notes/2019/spe-lc-ms-ms-method-quanrecovery-sample-plates-maxpeak-performance-surfaces-pramlintide-from-serum.html
https://www.waters.com/nextgen/us/en/library/application-notes/2019/spe-lc-ms-ms-method-quanrecovery-sample-plates-maxpeak-performance-surfaces-pramlintide-from-serum.html
https://www.waters.com/nextgen/us/en/library/application-notes/2019/spe-lc-ms-ms-method-quanrecovery-sample-plates-maxpeak-performance-surfaces-pramlintide-from-serum.html
https://www.waters.com/134613317
https://www.waters.com/134889751
https://www.waters.com/513662
https://prod1.waters.com/#

