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A reversed-phase high performance liquid chromatographic method for the determina-

tion of some peptides including growth-hormone releasing factor was studied.

For the column packing, the endcapping of residual silanol groups of silica gel was

important to obtain symmetric elution peak with high resolution, especially for basic pep-

tides. Other parameters were optimized as follows: particle size, 5ƒÊm; pore size, 100A;

stationary phase, C18.

For the mobile phase, a mixture of acetonitrile and 0.1% trifluoroacetic acid contain-

ing 0.1M sodium chloride was selected. Species and concentration of the salt and the

counter ion, and pH of the mobile phase had a great influence on selectivities among

peptides. The addition of the salt improved column efficiency and peak symmetry, and

was effective to establish the analytical conditions in isocratic elution.

Under these chromatographic conditions, coefficient of variations in repetitive injec-

tions of each peptide were below 0.65%.

Keywords-HPLC; peptide; eluting condition; Silicagel C18; residual silanol; end

capping; GRF; insulin; counter ion; salt effect

ヒ ト成長 ホルモ ン放出因子(GRF)は1982年 にGuillminら に よ りヒ ト膵臓腫瘍 よ り抽出 され,構 造決定及 び

化学合成 が行 われたN末 端が チ ロシン,C末 端 が ロイシンの ア ミ ド構 造を持つ ア ミノ酸44個 か らな る分子量

5040の ポ リペ プチ ドである.1)こ のGRFは ヒ ト成長 ホルモ ン放出活性 を持 ち,ヒ ト脳下垂 体前葉の成長ホ ルモ

ン産生能 の検査 薬あ るいは小人症 の治療 薬 として 期待 されてい る生理 活性 ペ プチ ドである。 このGRFを は じ

め,数 多 くのペ プチ ド類 の化学的 な合成 が液 相法又は固相法 に より試 み られてい るが,1,2)い ずれの場合 もア ミノ

酸 を1個 ずつ縮合 させてい くため,そ の合成工程 は長 く,不 純 物が混入す る可能 性が高い.し たが って,GRFを

含め化学合成 されたペ プチ ドの品質を厳 密に調べ る必要 があ り,そ のため の方法 を確 立す ることは重要であ る.

タンパ ク質,ペ プチ ド類 の純 度分析法は一般 に試 料が限 られて いる ことか ら,微 量分析が要 求 される.従 来,

薄層 クロマ トグラフ ィー,ゲ ル電気泳動,等 電 点電気泳動,ア ミノ酸組成分析 な どの手段 が用 い られていたが,

微量化 は達成 された もの のペ プチ ド類 のわずかな構造 変化を検 出す ることは困難 であった.

0方 ,近 年,ク ロマ トグラフ ィーの分 野で急速 に発展 して きた方法 として高速液体 クロマ トグラフ ィー(HPLC)

があ る.こ のHPLCは ペ プチ ドにおけ る類縁体相互 の分離 能が従来法 に比べ て極め て高 く,極 微量の成分 も取

り扱 うことがで き,簡 便迅速 で しか も定 量化 も容易 なこ とか らタンパ ク質 ・ペ プチ ドの純 度分析をは じめ とす る

この分野 の研究に急速 に利用 され るよ うになって きた.特 にペ プチ ド類 の クロマ トグラフ ィーには逆相HPLC

が最 も広 く用 い られて いるが,3)従 来は ピー クを溶出 させ ること及 び類縁 ペ プチ ドの分離 に主 眼が置かれ,定 量

す るため の条件 につい て議 論 した例は少 ない.4)我 々も化学合成 され た ペ プチ ド類 の純度 を明 らかにす る上で逆

相HPLCが 最 も適 した手段 と考 え,特 に定量を行 う際 に必要 な条件(分 離 能,理 論段数,ピ ー クの対称性)を 中

心 に,GRFを 含む分子量1600か ら5800ま で の数種 のペ プチ ドについ て溶離条件 の最 適化について検討 した

ので報告す る.
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実 験 の 部

1. 試 薬GRF(分 子 量5040,ア ミノ酸 残 基 数44,C末 端 ア ミ ド,等 電 点5)11.3,以 下 同 じ順 序 で示 す),

GRF(1-29)(3358,29,ア ミ ド,11.0)は 住 友 製 薬 か ら提 供 を受 け た.Neurotensin(1673,13,カ ル ボ ン酸,10.4)

及 びcalcitonin(3418,32,ア ミ ド,9.8)は 蛋 白質 研 究 奨 励 会,insulin(bovine; 5734,51,カ ル ボ ン酸,5.4)は

Sigma社 よ り,そ れ ぞれ 購 入 した.

ア セ トニ ト リル(MeCN)はHPLC用(関 東 化 学),ト リフ ル オ ロ酢 酸(TFA)は ペ プチ ド合 成 用(蛋 白 質 研 究 奨

励 会),水 は イ オ ン交 換 後 蒸 留 した もの を 用 い,そ の 他 の 試 薬 はす べ て特 級 品 を い ず れ もそ の ま ま使 用 した.ま た,

HPLC用 カ ラム は 目的 に応 じ,市 販 の もの を購 入 して 用 い た.

2. 装 置HPLC用 ポ ン プは 島 津LG5A型 又 は ウ ォ ー タ ー ズ6000A型 ポ ン プ に それ ぞ れGRE-3A又 は

660型 グ ラ ジエ ン トプ ロ グ ラ マ ーを 装 着 して 用 い た.イ ン ジ ェ クタ ー は レオ ダ イ ン7125型 又 は ウ ォ ー タ ー ズ

U6K型,検 出 器 は 島津SPD-2A型 を それ ぞ れ 用 い た.

結 果 と 考 察

1.カ ラ ム充 て ん剤 の 選 択

シ リカ ゲ ル系 の充 て ん剤 を用 い た逆 相 系 の カ ラ ム を用 い て タ ンパ ク質 ・ペ プ チ ド類 の ク ロ マ トグ ラ フ ィー を 行

(A)
 Silicagel-Cls

 (endcapped)
(B)

 Silicagel-Cls

 (n・tendcapped)

(C) porouspolymer-phenyl

Fig.1. Comparison of Chromatograms of Peptides on some Reversed-Phase Column Packings

(A) Column: YMC-PackAM-303 (C18,5μm, 4.6×250mm); eluent: (a) 20%MeCNinO.12%TFA,

(b) 50% MeCN in 0.1% TFA.

Linear gradiont of (b) from 20% to 80% in 40min.

(B) Column: LiChrosorb RP-18(C18,10μm,4×300mm); eluent: (a) 20% MeCN in 0.12% TFA, (b)

80% MeCN in 0.1% TFA.

Linear gradient of (b) from 20% to80% in 30min.

(C) Column: TSK gel phenyl 5-PW RP (phenyl,10μm,4.6×75mm); eluent: (a) 20% MeCN in 0.12%

TFA, (b) 50% MeCN in 0.1% TFA.

Linear gradient of (b) from 5% to 55% in 50min; Sample: 1, neurotensin (Mr1673,pI 10 .4); 2, insulin

(Mr5734,PI 5.4); 3, GRF (Mr 5040, pI 11.3); 4, calcitonin (Mr 3418, pI 11.0); 5, GRF (1-29) (Mr 3358,

pI 11.0), Other conditions were as follows; flow rate: 1ml/min, deteotion: UV 220nm; column temperature:

ambient.
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TABLE I. Comparison of Reversed-Phase Column Packings Commercially Available

Column support of No. 22 is the porous polymer gel (polyacrylate) and other supports are the silica gel.
HPLC conditions were as follows: eluent; (a) 20% MeCN in 0.12% TFA (b) 50% MeCN in 0.1 % TFA; Linear gradient of (b)

from 25% to 75% in 50 min for No. 1-21, from 0% to 50% in 50 min for No. 22; other conditions were the same as in Fig. 7.
N' about GRF peak was calculated according to the following equation: N'= 16(tR/W )2 , where tR is the retention time of GRF

and W is the peak width of GRF .
Dash line indicates that no GRF peak was eluted.

う場合,こ れ までに も吸着 の問題 が議 論 されてお り,6)塩 基性低分子 において もシ リカゲル表 面の残存 シラノー

ルに よる吸着,テ ー リング現 象が問題 となっている.7)

Fig.1(A)-(C)にGRFを 含む5つ のペ プチ ドの代表的な クロマ トグラムの例を示 した .

残 存 シラノール処理 を施 した シ リカゲルC18及 び ポーラスポ リマー系 の充 てん剤では5成 分 と も対 称形 の きれ

いな ピークを溶 出す るが,残 存 シラノール未処理 カ ラムではneurotensin,calcitoninは きれ いな ピー クを溶 出す

る ものの,insulinは テ ー リングを起 こ し,GRF及 びGRF(1-29)は 溶離液 の アセ トニ トリル濃度 を高 くして

も溶 出 され なか った.こ れはGRF及 びGRF(1-29)の 等電 点が計算値 でそれ ぞれ11.3及 び11.0と 塩 基性の

かな り高いペ プチ ドである ことか ら,カ ラムに吸着 された ものと考 え られた.ま た,各 ペ プチ ドの溶離 挙動 は同

じ逆 相系の カラムであ って も充てん剤 の性質 に よって大 き く異 な り,等 電点,分 子量,疎 水性 な どの性質以外 に

様 々な要素が働 いている もの と考え られた.し たが って,充 てん剤 の選 択は重要であ るが,そ の基準 として多 く

の要 素が考え られ,な かで も固定相,粒 子径,細 孔径,担 体 の材質 な どが重要な要素 になる.さ らに シ リカゲル

系充 てん剤の場合 には残存 シラノール処理 の有 無が大 きな問題 となる.

そ こで,試 料 に等 電点の最 も高 いGRFを 選 び,グ ラジエン ト溶 出法 を用 いて市販の逆相系 の充 てん剤 につい

てそれ らの各要素 がGRFの 溶 離挙動に及ぼす影響 について検討を行 い,そ の結果 をTable Iに ま とめた.

カラムの 評価方法 としてこ こで用 いたN'は イ ソクラテ ィック条件下 での理論段数Nに 対す る式 を用 いて

Table Iに 示す グラジエ ン ト条件下 で測 定 した ピー クか ら得た値 であ る.溶 離条件が グラジエン ト法 であるため,

理 論段数 としては直接 このN'値 は適用 で きないが,特 定 のサンプルを用い グラジエン トを含 む溶離 条件 を一 定

にすれば,少 な くともそ のサ ンプルに対す るカ ラムの評価は可能 であ る と考 え,こ のN'を カ ラム評価の1つ の
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指標 とした.た だ し,ポ ーラスポ リマー型充 てん剤1種 につ いては グラジエ ン ト条件 を少 し変更 した。

シ リカ ゲル系充 てん剤の場合,残 存 シラノール未処理 のカ ラムではGRFは 溶出 され ないか,溶 出 され て もか

な り幅 広 い ピ ー ク とな った(Table I,No.1,2).粒 子 径 は10μmよ り5μm,細 孔 径 は200-300Aよ り100A,固

定 相 はphenyl基,CN基 よ り直鎖 状 炭 化 水 素 で よ りア ル キ ル 鎖 長 の 長 い方 が そ れ ぞ れ 高 いN'を 示 した.細 孔

径 については分子量5000前 後 のペ プチ ドであれ ば100Aで 十分分配平衡が行 われ てい ることを示 し,200-300A

の もの よ りも表面積が よ り大 きい100Aの 充 てん剤の方が,試 料 との相互作用 で より有 利に働 くもの と考 え られ

た(Table I,No.10-17).ま た固定相 も本検討 の限 りにお いては より疎 水性の高い アルキル鎖長 の長 い方が保 持

が強 くな り,高 いN'値 が得 られ る もの と考え られた(Table I,No.8,10-14,18-21).

一 方,ポ ー ラスポ リマー系充 てん剤 の場合,対 称形 の良好な ピークを示 したが,N'値 は シ リカゲル系 の充 てん

剤 には及 ばなか った.

以上 の ことか ら,ペ プチ ド類 の 逆相 クロマ トグラフ ィー における 充 てん剤 としては,粒 子径5μm,細 孔 径

100Aの シ リカ ゲル担 体にオ クタデシル基(C18)を 化学結合 させ,残 存 シラノール処理 を施 した充 てん剤 が最 適 と

考 え られ た.

2. 移動相 の検 討

(1) pHの 影響 保 持比(k')に 及ぼすpHの 影響 を イソクラテ ィック条件 で保 持時間が ほぼ 同 じであ る

GRF,calcitonin及 びinsulinに ついて,カ ラムにC18,溶 離液 に リン酸緩衝液-ア セ トニ トリル系 を用 いて調べ

た結果をFig.2に 示 した.

pHの 変化 に よってk'は 各ペ プチ ドに特 有の変化を示す が,な かで もGRFが 最 も大 きな影響 を受 けてお り,

pH5を 越 えるとk,は 急激 に増大 した.こ れ はpHが 高 くな ることに よ り,塩 基性の高いペ プチ ドであ るGRF

の疎 水性が増加 した こと,及 び固定相の残存 シ ラノールが解離 してSio-と な り,正 電荷 を持つGRFと の相互

作用が増加 した ことに よる もの と考え られた.し たが って,GRFの 安 定 した溶出 にはpHを4以 下 に設定す る

ことが望 ましい.

pHの 影響 につ いては これ までに もKroeff,Pietrzykら8)に よって検討 され てお り,等 電 点付近のpHでk'

は最小 とな り,こ れ よ り低いpH又 は高いpHで はk'は 増 加す ることが示 され てい るが,こ れ らは短 いペ プチ

Fig. 2. Effect of pH on the Capacity Factors of

Some Peptides Including GRF

Column: YMC-Pack AM-303(C18,5μm,4.6×

250mm); eluent: 28.5% MeCN in 50 mM phosphate

buffer; flow rate:1 ml/min; detection: UV 220 nm;

column temperature: ambient.

○-〇, GRF; △-△, calcitonin; □-□, insulin.

Fig. 3. Effect of Acetonitrile Concentration on

the Capacity Factor of GRF

(A) Column: YMC-Pack AM-303(C18, 5μm,

4.6×250mm); eluent:MeCN in 0.1M phosphate

buffer(pH 2.0).

(B) Column: Nucleosil 5C18(C18,5μm,4.6×

250mm); eluent: MeCN in 0.1% TFA containing

0.1MNaCl(pH1.8).

Other conditions were the same as in Fig.2.
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ドの場合 であ り,よ り大 きなペ プチ ドではpHに よるk'の 変化は必ず しも,こ の よ うな挙動 をと らない ことが

分か った.

(2) アセ トニ トリル量の影響 ペ プチ ド類の溶 出を コン トロール す るための 有機溶 媒 として 溶 出力が高

く,し か も粘性 の低 い アセ トニ トリルを選 び,リ ン酸緩衝液 又は トリフルオ ロ酢 酸水溶液の溶媒系で,GRFの

k'に 及ぼす アセ トニ トリル量 の影響 を調 べた結果 をFig.3に 示す.

トリフルオ ロ酢酸系 の方 がカ ウンターイオ ンの効果 で よ り大 き く保持 されてい るが,ど ち らの系 もほぼ同 じプ

ロフ ィールを示 してい る.ペ プチ ド類 の逆相 クロマ トグラフ ィー におい ては,わ ずかの有機溶媒 の変化 に より,

保持容量 が大 きく変化す るこ とが知 られて お り,3,9)GRFの 場 合 もアセ トニ トリル量が1%の 変化 でk'は2倍

以上 の変化を示 した.し た がって,溶 離条件 を設定 する際には アセ トニ トリル量の調節 に注意が必要 である.

(3) カウンターイオ ンの影響 パ ーフルオ ロカルボ ン酸類及 びアルキルスルホ ン酸類を カ ウンターイオ ン

に用 いた ときのペ プチ ド類 の溶 離挙動を調べた結果 をFig.4(A),(B)に 示 した.

いずれ の場合 もカウンターイオ ンの アル キル基 が大 きくな るにつれ てペ プチ ド類の保持は増大 した が,パ ーフ

Fig. 4. Effect of Counter Ions on the Capacity Factors of Peptides

(A) Perfluorocarboxylic acids as counter ion, eluent: (a) 10 mm counter ion in water, (b) 10 mm counter
ion in MeCN.

Linear gradient of (b) from 25 % to 55 % in 60 min.
(B) Alkyl sulfonates as counter ion, eluent: (a) 10 mm counter ion in 20 mm triethylamine-formate buffer

(pH 3.5), (b) 65 % MeCN in water.
Linear gradient of (b) from 40% to 90%in 50 min. Other conditions were the same as in Fig.2.

○-〇,GRF(1-29);□-□, calcitonin;●-●, GRF;△-△,insulin;●-●,neurotensin.

TABLE II. Effect of Counter Ions on the Theoretical Plates of GRF

HPLC conditions were the same as in Fig. 7 except for the eluent.
The theoretical plates (N) was calculated by the same equation as described in Table I.
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ルオ ロカルボ ン酸類 の方が より大 きな効果を示 した.ま た,ア ルキルスルホ ン酸類 の場合 は アルキル鎖長C6以

上で保持の変化が よ り大 き くなる ことが認め られた.

一方
,各 ペ プチ ドの溶 出順は,パ ーフル オ ロカルボ ン酸 とアル キルスルホ ン酸 とでは,そ れ ぞれ の アルキル鎖

C1で は 同 じであ り,ア ル キル鎖長 が長 くな るとペ プチ ド間 の相対 的な溶出順は 変化 してい くが,パ ー フルオ ロカ

ルボン酸 ではC7,ア ルキルスル ホン酸 ではC12で,再 び同 じ溶出順 を示 した.こ の ことは いずれ の種類の カウン

ターイオ ンを用 いて もペ プチ ドの溶出順 に及 ぼす カウンターイオンの アルキル鎖長 の効果 は同 じであ ると考 え ら

れ,大 変興味深 い.

これ らの カウンターイオ ンを含め,代 表的な ものにつ いてGRFの 理論 段数を測定 した ところ,ト リフルオ ロ

酢酸 ヘ プタフルオ ロ酪酸(HFBA),又 は1-ヘ プタ ンスル ホン酸(HSA)が 適当 と考 え られ たが,定 量条件 の設

定に際 しては操作性の よい トリフルオ ロ酢酸を カウンターイオ ンとして選定 した(Table II).

(4) 塩 の影 響 ペ プチ ド類 の溶 離挙動に及ぼす塩 の添 加効果を調べ た結果 をFig.5及 びTable IIIに 示 し

た.

添 加す る塩が塩化 ナ トリウムな どの塩化物 イオ ン系 では,塩 濃度 をゼ ロか ら0.01M,0.05Mへ と増 加 させ る

と,3種 のペ プチ ドは いずれ もk'が 増大 したのに比べ,硫 酸 ナ トリウムな どの硫酸 イオ ン系 では,0.01Mでk'

が増加 したあ と,0.05Mでk'は 減少 し, insulin, calcitoninで は塩 が無添 加の場合 よりk'が 小 さ くな った.塩

の添加はペ プチ ド類 の溶 出を早め ることが多 いと されてい るのが,必 ず しも ん/が 減少す るわ けではな く,用 い

る塩の種類 と濃度 に よって挙動が異な ることは大 変興 味深 い。

TABLE III. Effect of Salts on the Theoretical

Plates and Asymmetry Factor of GRF

HPLC conditons were the same as in Fig. 5.
The theoretical plates (N) was calculated by the same

equation as described in Table I.
Asymmetry factor (As) was calculated according to the

following equation: As—BIA, where A or B is the distance
between left or right slope and bisector  mealured at 10%
of height.

Fig. 5. Effect of Salts and their Concentration

on the Capacity Factors of Some Peptides In-

cluding GRF

Eluent: 30% MeCN in 0.1% TFA containing

various salt. Other conditions were the same as

in Fig.2.

△,calcitonin;●, GRF;○, insulin.

Salt concentration,-0.01 M;---0.05 M.

また,Table IIIに はGRFの カラム効率 に及 ぼす塩 の添加効果 をま とめたが,い ずれの場合 も理論段数及 び ピ

ークの対 称性が改善 され るこ とが認め られた。 しか し,理 論段数の改善効果 は どの塩 もほぼ 同 じであ ったのに対

し,ピ ークの対称性では塩化物 イオ ン系の方が 明 らか に良好な結果を示 した.他 のペ プチ ド類 につ いて も同様 な

結果であ った.こ れ らの塩 の うち,添 加す る塩 と して塩 化ナ トリウムを選 び,そ の濃度 につ いての効 果を調べた

ところ,0.05-0.2Mの 範 囲で保 持比は若干変化す る ものの,理 論段数,ピ ー クの対称性 とも明 らかな変化は認

め られなか った ので,塩 濃度 は0.1Mに 設定 した.

この よ うに添加す る塩 の種類 と濃度 を変 える ことに よ り,ペ プチ ド類 の保 持の選択性 を コン トロールす るこ と

が可能 であ り,ま た分離能 や定量性の向上 にも寄与 す るので,こ れ らの条件 を適切に設定す るこ とは重要であ る.
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3. カ ラム温 度

カ ラム温度の溶離挙動 に及 ぼす影響 につ いて,GRFを 試料 と して調 べた結果をFig.6に 示 した.

カ ラム温度20-70℃ の範囲 で,温 度が高 くなるにつれて保持 は徐々に減少 したが,理 論段数は40-50℃ 付

近 で極大 値を示 した.し か し,室 温付近 と比べ てその差は小 さ く,操 作性及 び カラムの寿命 を考 えて,室 温 が望

ましいもの と考え られた.

4. 検出波長

紫外線検 出器を用 いた ときのGRFの 各波長 での検 出感度比は87:44:22:4:1:3(そ れ ぞれ210,220,230,

240,254及 び280nm)で あ り,ペ プチ ド類 の検 出には210-230nmが 有利 と考 え られた.こ の波長 領域でのS/N

比は ほぼ 同 じであ るため,こ こでは220nmを 選択 した.

Fig. 6. Effect of Column Temperature on the

Capacity Factor and Column Efficiency of GRF

Column: Nucleosil 5C18 (C18, 5 ƒÊm, 4.6 •~ 250 mm),

eluent: 31% MeCN in 0.1% TFA containing 0.1M

NaCl. Other conditions were the same as in Fig. 2.

TABLE IV. Reproducibilities of Repetitive

Injections of Five Peptides

HPLC conditions were the same as in Fig. 7 except for
the acetonitrile concentrations for neurotensin and
GRF (1-29), which were 25 % and 33 %, respectively.

Fig. 7. Chromatogram of GRF and Insulin on

the Isocratic Eluting Condition

Eluent: 31% MeCN in 0.1% TFA containing 0.1M
NaCl. Other conditions were the same as in Fig. 2.

5. 再現性

GRF及 び検 討 したペ プチ ド類 の イ ソクラテ ィック条件 で,ピ ー ク面積を測定 した ときの繰 り返 し注入に よる

再 現性は,変 動係数 で0.65%以 下 と良好であ った(Table IV).ま た,こ れ ら5成 分の検量線 もともに0.1-5 .0

μgま で原点を通 る直線 を示 し,220nmで の検 出限界はS/N=2で1ng前 後 であった.GRFの ような塩 基性の

強 いペ プチ ド,あ るいはinsulinの よ うなテー リングを起 こし易 いペプチ ドな どの高分子 のペプチ ドであ って も,

完全 に シラノール処理 を施 した充 てん剤 を用 い,適 切 な溶離 条件 を設定すれぼ,Fig.7に 示 した よ うに,対 称 性

に優れ,理 論段数 も十分 にあ り,か つ再現性 の よい ピークを得 ることがで きた.
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