
高感度、高精度、ハイスループットを実現した

アミノ酸のHPLC分析

Zorbax Eclipse-AAAカラムとAgilent 1100 HPLC

によるアミノ酸分析

Authors
理想的なアミノ酸の定量分析は、

誘導体化反応と分析手法の双方で信

頼性のある分析速度と感度を有する

必要があります。このようなアミノ

酸分析は、1級アミノ酸にo-フタル

アルデヒド （OPA）、2級アミノ

酸に9-フルオレニルメチルクロロ

フォルメート （FMOC） を用いた

自動プレカラム誘導体化法と堅牢な

HPLC分析手法との組み合わせで達

成できます。Agilent 1100 HPLC

により、分析速度、感度、真度と再

現性に優れた理想的なアミノ酸分析

が可能になります。

はじめに
OPAとFMOCによる誘導体化手

法を用いることで、迅速なプレカラ

ム誘導体化でのアミノ酸分析が可能

となります。誘導体化反応をpH

10.2の緩衝液中で行うことにより、

酸加水分解サンプルを直接誘導体化

することができます。1級アミノ酸

はまず、3-メルカプトプロピオン酸

（3-MPA） 共存下でOPAで誘導体

化されます。2級アミノ酸はOPAと

は反応しないため、OPAの後に加

えられるFMOCで誘導体化されま

す。OPA誘導体化物の疎水性は

FMOC誘導体化物より小さくなるた

め、FMOC誘導体化物の前に溶出し

ます。過剰なFMOCやその分解物は

2級アミノ酸の後に溶出するため、

分析の妨害とはなりません。

誘導体化は迅速に進行し、

Agilent G1313Aオートサンプラに

より簡単に自動化できます。反応速

度が速いため、OPA、FMOCどち

らの誘導体化反応も室温で完全に終

了します。誘導体化が自動化されて

いるので、優れた再現性を得ること

ができます。長さ75mmのカラムを

使用したときの分析周期は14分（分

析時間は10分）、長さ150mmのカ

ラムでは、分析周期は26分（分析時

間は16分）です。どちらのカラムで

も高速分析が可能です。

分離条件の選択
Zorbax Eclipse-AAAカラムは、

バッチ間再現性に優れた逆相系充て

ん剤を使用しています。このテクニ

カルノートに書かれたプロトコール

を用いれば、酸加水分解されたタン

パク質、ペプチド中のアミノ酸を分

離することができます。

アミノ酸は2液グラジェントで分

離します。どちらの移動相も調製が

容易で、またグラジェントプログラ

ムはリニアグラジェントを使用して

いるため（詳細は実験条件／移動相

の項を参照して下さい）。アミノ酸

分析のプロトコールは非常に使いや

すいものとなりました。

Agilent1100シリーズのバイナ

リ、クォータナリポンプのどちらで

も対応可能です。

Fig . 1に示したクロマトグラム

は、バイナリポンプとダイオードア

レイ検出器 （DAD） を使用したシ

ステムで得られたアミノ酸24種の

高速分離例です（各アミノ酸の濃度

は125pmol）。１回の分析はカラ

ムの再平衡化時間を含めて14分で
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Figure 1 : Routine Analysis, High-Throughput Separation of 24 Amino
Acids Using the Eclipse-A AA Protocol. The column dimensions are 4.6 x
75 mm, 3.5µm. See Table 1 for peak identification. Detection: A. 338 nm
(OPA amino acids), B. 262 nm (FMOC-amino acids).



あり、各アミノ酸で良好な分離が得られ

ています。詳細な分離条件は実験条件に

記述されています。１級アミノ酸（OPA

で誘導体化）は3 3 8  n mで検出し

（Fig.1A）、2級アミノ酸（FMOCで誘

導体化）は262 nmで検出しています

（Fig.1B）。アミノ酸の注入量は各125

pmolです（0.5μl）。

75 mmカラムでの高速分析より、高い

分離度が必要とされる場合は、150 mm

カラムの使用が適しています。Fig.2は粒

子径3.5および5μm の充填剤を充填した

長さ150 mmのEclipse-AAAカラムでの

高分解能な分離例です。ここでは、OPA

で誘導体化した1級アミノ酸（338 nmで

検出）の分離を示しています。粒子径3.5

μmと5μｍの充填剤で、クロマトグラ

ムの形状は類似していますが、3.5μmの

充填剤による分離は効率が高いためより

高い分解能を示しています。3.5μmの充

填剤を充填したカラムの圧損は240-300

barで、一方、5μmの充てん剤を充填し

Table 1. Amino Acid Elution Order
Using Eclipse-AAA Protocol

Peak Amino Acid 3-Letter

No. Code

1 Aspartate ASP
2 Glutamate GLU
3 Asparagine ASN
4 Serine SER
5 Glutamine GLN
6 Histidine HIS
7 Glycine GLY
8 Threonine THR
9 Citrulline CIT
10 Arginine ARG
11 Alanine ALA
12 Tyrosine TYR
13 Cystine CY2
14 Valine VAL
15 Methionine MET
16 Norvaline NVA
17 Tryptophan TRP
18 Phenylalanine PHE
19 Isoleucine ILE
20 Leucine LEU
21 Lysine LYS
22 Hydroxyproline HYP
23 Sarcosine SAR
24 Proline PRO
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Figure 2 : High-Resolution Analysis of 21 Amino Acids: on the 5µm and

3.5µm Zorbax Eclipse-A AA Column. Column dimensions are 4.6 x 150

mm. See Table 1 for peak identif ication. Detection: 338 nm (OP A amino

acids).

Figure 3: High Sensitivity , High-Resolution Analysis of Amino A cids Using

Different Detection Modes and t he Zorbax Eclipse-A AA Protocol. The

column dimensions are 4.6 x 150 mm, 3.5µm. See Table 1 for peak identi-

f ication. Detection: A. UV 338 nm (OPA amino acids), B. UV 262 nm

(FMOC-amino acids), C. f luorescence (seeExperimental Conditions ).

Figure 4: Routine Analysis, High Resolution of 24 Amino Acids Using the

Eclipse-AAA Protocol. The column dimensions are 4.6 x 150 mm, 5µm.

See Table 1 for peak identif ication. Detection: A. UV 338 nm (OP A amino

acids), B. UV 262 nm (FMOC-amino acids).



たカラムの圧損は160-210 barで

す。したがって、1級アミノ酸だけ

を15 cmのカラムで分析する場合、

システム全体の圧損を小さくするた

めに5μmの充填剤の使用をお勧め

します。

3.5μmの充填剤を充填した15cm

カラムのメリットは、Fig.3と4の比

較で明らかです。Fig. 3Aは338 nm

で検出した1級アミノ酸、3Bは262

nmで検出した2級アミノ酸、3Cは蛍

光検出を示しています。Fig.3と4に

おけるピーク#21（リシン）とピー

ク#22（ヒロドキシプロリン）の分

離度に着目して下さい。小さい充填

剤を充填した長いカラムを使用する

とこれらのピークの分離度は向上

し、その結果DADやFLDの波長切り

換えのために必要な時間を、十分に

確保することができます。

262 nmで検出を行うと（Fig.

3B）、誘導体化反応の副生成物に

起因する小さなベースラインのうね

りが7～10分の間に現れます。この

時間帯では1級アミノ酸だけを338

nmで検出しているので、このベー

スラインのうねりは検出や分離に影

響を与えません。ヒドロキシプロリ

ンのような2級アミノ酸を検出する

ためには、2波長同時検出が最適で

す。2波長同時検出ができない検出

器を使用する場合は、波長切り換え

を使用します。

蛍光（またはUV）波長の切り換

え時間は、温度や移動相等の変化に

伴い、変える必要があります。Fig.

3Cでは450 nm（Ex. 340 nm）か

ら、ピーク#21（リシン）が溶出し

ピーク#22（ヒドロキシプロリン）

が溶出する前に、305 nm （Ex.

266 nm）へ切り換えるようにプロ

グラムしています。Fig. 3Cの場合

は、15分で波長を切り換えるよう

にプログラムしています。詳細は、

実験条件／検出の項を参照して下さ

い。ピーク#24（プロリン）の溶出

後、移動相組成をB 100%にして反

応副生成物をカラムから溶出させま

す。B 100%の移動相にしてから3.7

分後、移動相組成を初期条件に戻し

カラムを平衡化します。なお、この

条件下ではピーク#13（シスチン）

は蛍光検出できません。

リシンとヒドロキシプロリン
の分離と波長切り換え
リシンとヒドロキシプロリンの分

析は検出条件やカラムの選択を大き

く左右し、結果的に分析時間にも影

響します。ヒドロキシプロリンより

前に溶出するアミノ酸（リシンとそ

れより早く溶出するアミノ酸）は、

OPAで誘導体化され338 nmで検出

されます。ヒドロキシプロリンはリ

シンのすぐ後に溶出し、FMOC誘導

体の中で最初に溶出しますが、検出

を262 nmで行う必要があります。

もっとも簡単な方法は、Agilent

1100 DADを用いて338 nm と262

nmのデータを同時に採取すること

です。

DADが使用できない場合は、

OPA誘導体とFMOC誘導体の両方

を検出するために、１チャンネルの

検出波長を切り換える必要がありま

す。Agilent 1100 VWD（可変波長

型UV-Vis検出器）を使用する場合

は、1チャンネルでのデータ採取と

なります。リシンとヒドロキシプロ

リンの分離度は、複雑なグラジェン

トプロフィールを用いれば向上させ

ることができます。これらの情報を

Agilentでは下記のwebで公開して

います。

www.agilent.com/chem  →

"Technical Support" / "User Con-

tributed Software"

注意！ なお、このサイトで公開し

ている情報について、国内でのサポー

ト状況の詳細は弊社および弊社代理店

担当者にお問い合わせ下さい。

ヒドロキシプロリンが測定対象に

なっていない場合（タンパク質加水

分解物の分析など）は、どのサイズ

のカラムも使用可能ですし、波長切

り換えの時間はリシンと最初に溶出

するFMOC誘導体（サルコシンかプ

ロリン）の間で任意に選ぶことがで

きます。このケースでは、内径

4.6mm、長さ75mmのカラムが適

切で、分析時間も半減するメリット

があります。

HP 1090 HPLCのAminoQuant
との比較
Fig .5AはHP1090でAmino

Quantメソッドを実行したときのク

ロマトグラムです（アプリケーショ

ンノート、HP Pub. No. 5954-

6 2 5 7）。5つのアミノ酸のペア
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Figure 5: Comparison of Amino-Acid Analyses. A) AminoQuant Method

on the HP 1090 HPLC with a Hypersil A A Column. B) Zorbax Eclipse-

AAA Column (4.6 x 150 mm, 5µm) on t he Agilent 1100 HPLC.



（Asp/Glu、His/Gly、Ala/Arg、

Val/Met、Phe/Ile）での分離が良

好ではなく、特にAsp/Gluはボイド

ボリューム付近に溶出しています。

Fig. 5BはZorbax Eclipse-AAAカ

ラムによるクロマトグラムです。分

離の悪かったアミノ酸のペアの分離

度はすべて向上しています。とりわ

けAsp/Gluは分離度が向上した上

に、ボイドボリュームからも十分に

離れて溶出しています。、アルギニ

ン（Arg）はアラニン（Ala）の前

の溶出しており、AminoQuantの

場合と溶出位置が逆転しています。

再現性
アミノ酸混合サンプルをZorbax

E c l i p s e -  AAAカラム（内径

4.6mm、長さ150mm、粒径3.5μ

m）で6回連続分析したときの保持

時間とピーク面積値の再現性を

Table 2に示します。それぞれの分

析毎に誘導体化と分離が行われてい

ます。保持時間の再現性は、極めて

良好な相対標準偏差（%rsd）を示

しており、全アミノ酸の平均値は

0.18%でした。ピーク面積値の変動

に現れる誘導体化反応の再現性は相

対標準偏差の平均で2%でした。こ

れらの値はH P  1 0 9 0 の

AminoQuantで報告された値とほ

ぼ同等です（保持時間：0.23%、

ピーク面積値：2.3%、LC/GC In-

ternational, Volume 5, Number 2,

Feb 1992, pp.44-49）。

直線性と感度
Eclipse-AAAを用いたアミノ酸

分析手法は4.5 pmol～450 pmolの

範囲で直線性を示します（アミノ酸

標準液、0.5μｌ注入時）。Fig. 6は

いくつかのアミノ酸の検量線です

（6AはDAD、6BはFLD）。検量

線の相関係数は、DAD、FLD共24

種類のアミノ酸全てで0.99900～

1.00000でした。

DADとFLDによる5 pmolと50

pmolのアミノ酸のクロマトグラム

をそれぞれ、Fig. 7、8に示しま

す。DADでは10 pmol程度が検出

下限です（Fig. 7）。FLDではより

高感度に検出できます（Fig. 8）。

Quantと同等である上に、移動相の

調製はバッファのpHを調整するだ

け（移動相A）であり、非常に簡単

になりました。カラムの選択は必要

とされる分析時間と分離度に応じて

選択します。

結論
OPAおよびFMOC誘導体化反応

と、Zorbax Eclipse-AAAカラム、

Agilent 1100シリーズHPLCシステ

ムと組み合わせることにより、タン

パク質およびペプチド加水分解物の

アミノ酸分析を10分以内で行うこ

とが可能です。この手法は、HP

1090上で行っていたAminoQuant

と比較して、分離が悪かったアミノ

酸同士の分離が改善されています。

アミノ酸分析の再現性はAmino

Amino Retention Peak Area

Acid %†rsd %†rsd

ASP 0.58 0.8

GLU 0.33 3.0

ASN 0.16 2.2

SER 0.12 2.8

GLN 0.12 2.4

HIS 0.11 2.7

GLY 0.15 2.5

THR 0.12 1.1

CIT 0.10 3.5

ARG 0.36 2.3

ALA 0.11 0.9

TYR 0.12 0.7

CY2 0.17 0.6

VAL 0.16 0.5

MET 0.17 1.1

NVA 0.15 0.7

TRP 0.18 0.8

PHE 0.14 0.8

ILE 0.14 1.1

LEU 0.18 1.0

LYS 0.19 3.2

HYP 0.13 4.2

SAR 0.14 6.8

PRO 0.12 2.7

Mean 0.18 2.0

Table 2: Reproducibility of the

Zorbax Eclipse-A AA Protocol for

the Analysis of Amino Acids. An

Agilent 1100 System with quater-

nary pump was used. Values

represent six replicate analyses.
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ZORBAX Eclipse－AAA, 4.6 x 75

mm （3.5μm）

DADを利用するハイスループッ

ト分析用です。

ZORBAX Eclipse－AAA, 4.6 x

150 mm （5μm）

DADを利用して低いカラム圧で

高分離度を必要とする分析用です。

ZORBAX Eclipse－AAA, 4.6 x

150 mm （3.5μm）

FLDを利用して高感度で高分離度

を必要とする分析用です。

ZORBAX Eclipse－AAA, 3.0 x

150 mm （3.5μm）

FLDを利用して高感度で高分離度

を必要とする分析用です。溶媒消費

量とサンプル量を小さく抑えること

ができます。

Agilent 1313Aオートサンプラを

プレカラム誘導体化に用いること

で、迅速で再現性に優れた誘導体化

を短時間で実現できます。この分析

手順は、DADでの2波長同時検出あ

るいはVWDでの波長切り換えによ

り1級アミノ酸と2級アミノ酸の

ルーチン分析に使用できます。より

高感度な分析には、蛍光検出器が必

要です。

実験条件
Fig. 1-8のクロマトグラムは以下

の実験条件で採取しました。

装置
推奨システムは、Agilent 1100

HPLC： G1312A バイナリポン

プ、G1315B ダイオードアレイ検

出器 （DAD、光路長6 mmもしく

は10 mm のフローセルを使用）、

G1321A プログラマブル蛍光検出

器（必要に応じて）です。ここで示

したクロマトグラムはすべてバイナ

リポンプを使用しましたが、クォー

タナリポンプ（G1354A）も使用で

きます。

HPLCカラム
ZORBAX Eclipse-AAA、4.6 x 75

mm, 3.5 μm、PN 966400-902

ZORBAX Eclipse-AAA、4.6 x

150 mm, 3.5 μm、PN 963400-

902

ZORBAX Eclipse-AAA、4.6 x

150 mm, 5 μm、PN 993400-902

ZORBAX Eclipse-AAA、3.0 x

150 mm, 3.5 μm、PN 961400-

302

ガードカラム*

ZORBAX Eclipse-AAA、4.6 x

12.5 mm, 5 μm, 4/PK、PN

820950-931

＊ガードカラムは低デッドボリュー

ムのコネクタで分離カラムの前に

直接、取り付けます。

移動相
A：40 mM NaH2PO4、pH 7.8

（5.67gのNaH2PO4・2H2O）

を1lの水に溶解し、10N NaOH

溶液でpH 7.8に調整します）

B：ACN / MeOH / 水= 45/45/10

（v/v/v）

pHを調整していない移動相Aの

1 0 倍濃度の原液（4 0 0  m M

NaH2PO4）を調製しておくと便利

です。この原液は数週間保存が可能

で、使用する際に10倍に希釈しpH

7.8にpHを調製します。有機溶媒は
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Figure 8: Fluorescence-Detector Response Using Different Concentrations
Amino Acids. Gain for the Photomultiplier Tube (PMT) = 10.

Figure 7 :UV-Detector Response 338 nm (OPA-derivativ es) Using Dif ferent
Concentrations of Amino Acids.
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すべてHPLCグレードを使用して下

さい。

ポンプの設定
流量 ：2 mL/min

ストップタイム ：14 min

　　　（75 mmカラム使用時）、

　26 min

　　　（150 mm カラム使用時）

ポストタイム ：off

補助設定（Auxiliary）:

　最大流量グラジェント

　（Max. flow ramp）:

 　　　　　　　　100 mL/min2

　圧縮率（Compressibility）

　　A：50 x 10-6

　最小ストローク

　　　　（Minimal Stroke）

　　A：20 μL

　圧縮率（Compressibility）

　　 B：115 x 10-6

　最小ストローク

　　　　（Minimal Stroke）

　　 B：Auto

グラジェント

75 mm カラム

Time （min） % B

0 0

1 0

9.8 57

10 100

12 100

12.5   0

14 0

150 mm カラム

Time （min） % B

0 0

1.9  0

18.1  57

18.6 100

22.3 100

23.2   0

26  0

注意：カラム寿命を長くするため

に、一晩以上カラムを使用

しないときは、カラム容積

の10倍量の移動相Bでカラ

ムを洗浄して下さい。

検出器の設定
DAD:

ランプ：

UV lamp: on

Vis. lamp: off

波長：サンプル：338 nm, BW

10 nm、リファレンス：

390 nm, BW 20 nm （for

OPA-mino acids）

サンプル：262 nm, BW

16 nm リファレンス：324

nm, BW 8 nm （for

FMOC-amino acids）

：>0.03 min （0.5 s）

スリット：4 nm

FLD:
75 mm カラムを使用する場合の設定

Time (min) Ex/Em(nm)PMT Gain

0 340/450 10

8.5* 266/305  9

150 mm カラム

Time(min) Ex/Em(nm)PMT Gain

0 340/450 10

15* 266/305  9

＊波長切り換えの時間は温度、移動

相等の条件で変化します。

ピーク幅（レスポンスタイム）：

>0.5 min

オートサンプラの設定
Fig. 9のバイアルの位置を参考に

して下さい。

インジェクタプログラム

吸引(Draw) 2.5 μL from バイアル 1

（ホウ酸緩衝液）

吸引(Draw) 0.5 μL from サンプル

（例 #11にアミノ酸のサンプルを

セット）

混合(Mix ) 3 μL in air, max speed,

2回

待機(Wait) 0.5 min

吸引(Draw) 0 μL from バイアル 2

（キャップ無しの バイアルに水を入

れニ ードルを洗浄）

吸引(Draw) 0.5 μL from バイアル 3

（OPA）

混合(Mix) 3.5 μL in air , max

speed, 6回

吸引(Draw) 0 μL from バイアル 2

（キャップ無しの バイアルに水を入

れニ ードルを洗浄）

吸引(Draw) 0.5 μL from バイアル 4

（FMOC）

混合(Mix) 4 μL in air, max speed,

6回

［高感度で分析する場合は、ニードル洗

浄を追加する

 吸引(Draw) 0.0 μL from バイアル 6

（ACN）］

吸引(Draw) 32 μL from バイアル 5

（水）

混合(Mix) 18 μL in air ,  max

speed, 2回

注入(Inject)

バイアル

OPAとFMOC試薬は少量しか使

用しないので、ガラス製インサート

を使用します（Fig. 10 A）。イン

サートは2ml スクリューキャップバ

イアルやクリンプバイアルに使用で

きます（Fig. 10 B-C）。この分析

手順ではスナップキャップバイアル

は使用しないで下さい。これは、

FMOCが揮発しやすいこととOPA

が酸素存在下で緩やかに分解してい

くことにより、気密性の高いシール

WATER

FMOC

OPA

WATER

AA SAMPLE

BORATE

Figure 9: Position of reagent vials

in theAgilent 1313A aut osampler .

This positioning of vials is de-

signed for the listed injector

program.



が必要なためです。他の機器用にデ

ザインされたバイアルやキャップを

使用しないで下さい。Ag i l e n t

1313A オートサンプラを損傷する

可能性があるので、他の機器用にデ

ザインされたバイアルやキャップを

使用しないで下さい。

カラム恒温槽

カラム温度：40 ℃

分析可能：設定温度(0.8 ℃

誘導体化試薬

ホウ酸緩衝液：

Agilent PN 5061-3339

0.4 N 水溶液（pH 10.2）

冷蔵保存して下さい （4°C）。

使用時にボトルからバイアルへ分注

して下さい。

FMOC Reagent:

Agilent PN 5061-3337

アンプルを開けインサートをセッ

トしたバイアルに100 μLずつ入

れ、直ちにキャップをします。小分

けしたFMOC試薬の保存期限は、冷

蔵保存（4°C）で10日間です。

OPA Reagent:

Agilent PN 5061-3335

アンプルを開けインサートをセッ

トしたバイアルに100 μLずつ入

れ、直ちにキャップをします。小分

けしたOPA試薬の保存期限は、冷

蔵保存（4°C）で10日間です。

水：

 HPLCグレードを使用して下さい。

このテクニカルノートの最後にあ

るオーダー情報を参照して下さい。

注意！
バイアルに入れた全ての試薬は毎

日交換して下さい。

開封後のアンプルの保存期限は冷

蔵保存（4°C）で、10日間です。

FMOCは揮発しやく、OPAは酸

素により分解しますので、開封後の

アンプルは気密状態にするか、アン

プルに小分けしてしっかりとキャッ

プをして下さい。

サンプルの調整
クロマトグラムチェック用アミノ

酸混合標準液

クロマトグラムチェック用に、

250 pmol/μL 17種アミノ酸混合標

準液（PN: 5061-3331）にシトルリ

ン（citrulline）とサプリメントア

ミノ酸6種を混ぜて、おおよそ250

pmol/μLの溶液を調製します。調

製には下記の2種類の溶液を使用し

ます。サプリメントアミノ酸6種の

溶液 1μLを新しい250 pmole 17

種アミノ酸混合標準液 100μLに添

加します。ボルテックスミキサーで

混合すれば、24種アミノ酸混合標

準液（概ね250 pmol/L）になりま

す。

250 pmole 標準液
250 pmol/μLアミノ酸標準液

（PN: 5061-3331、1mL入アンプ

ル）を100 μLずつに小分けしてバイ

アルに入れます。小分け後はキャッ

プをして4℃で保存して下さい。

サプリメントアミノ酸標準液
サプリメントアミノ酸キット

（PN: 5062-2478）のアミノ酸（グ

ルタミン、アスパラギン、トリプト

ファン、ノルバリン、ヒドロキシプ

ロリン、サルコシン）を0.25 mモ

ルずつ秤量し、20 mLバイアルに入

れます。5 mLの脱イオン水を加え

温水中で超音波をあてて、完全に溶

解させます。さらに5 mLの脱イオ

ン水を加えます。調製後は冷蔵保存

（4℃）して下さい。シトルリン

（シグマアルドリッチ製）を、この

混合溶液に他のアミノ酸と同じ濃度

になるように加えます。

保存時は、サプリメントアミノ酸

と17種アミノ酸混合標準液を混ぜ

ないで下さい。サプリメントアミノ

酸のいくつか（特にグルタミンとア

スパラギン）は、17種アミノ酸混

合標準液に使用されている塩酸で分

解します。

検量線作成用アミノ酸混合標
準液
検量線作成には、17種アミノ酸混

合標準液に4種類のアミノ酸と内部

標準（ノルバリンとサルコシン）を

加えて調製します。4種類のアミノ

酸と内部標準（ノルバリンとサルコ

シン）はサプリメントアミノ酸キッ

ト（PN: 5062-2478）に含まれてい

ます。一般分析、高感度分析用の検

量作成用標準液の調製法をそれぞれ

Table 3、4に示しました。

1 7 種アミノ酸標準液（A A
standard、10 pmol/(L－1 nmol/
L）
各濃度のアミノ酸標準液（PN :

5061-3330－5061-3334、1mL入

アンプル）を100Lずつに小分けし

てバイアルに入れます。小分け後は

キャップをして4℃で保存して下さ

い。検量線作成には必要に応じて、

2～5種類の濃度の標準液を使用し

ます。

4種アミノ酸標準液（EAA）
この溶液は、サプリメントアミノ

酸キット（PN: 5062-2478）の中の

C
BA

Figure 10: Insert, Vial, and Cap.

Photo of conical insert A (Agilent

PN 5181-1270), amber wide-opening

vial B (Agilent PN 5182-0716), and

screw capC (Agilent PN 5182-

0721), for amino acid analysis

using the Agilent 1100

autosampler.



4種類のアミノ酸を使用して作成し

ます。一般分析用標準液（Table

3）は、18 nmol/μLグルタミン、

アスパラギン、トリプトファン、ヒ

ドロキシプロリン混合水溶液を

25mL調製します。超音波をかけて

各アミノ酸を完全に溶解させます。

この水溶液は冷蔵保存（4℃）して

下さい。高感度分析用標準液

（Table 4）は、上記溶液を脱イオ

ン水で10倍に希釈して（各アミノ

酸濃度は1.8 nmol/μL）使用しま

す。この水溶液も冷蔵保存（4℃）

して下さい。

内部標準（ISTD）溶液
内部標準（ISTD）溶液は、サプ

リメントアミノ酸キット（P N :

5062-2478）の中の2種類のアミノ

酸を使用して作成します。一般分析

用標準液（Table 3）は、10 nmol/

μLノルバリンとサルコシン混合水

溶液を25mL調製します。超音波を

かけて各アミノ酸を完全に溶解させ

ます。この水溶液は冷蔵保存（4

℃）して下さい。高感度分析用標準

液（Table 4）は、上記溶液を脱イ

オン水で10倍に希釈して（各アミ

ノ酸濃度は1 nmol/μL）使用しま

す。この水溶液も冷蔵保存（4℃）

して下さい。

追加情報
世界中のユーザーから提供された

各カラムに対応したメソッドやド

キュメント、レポートレイアウト、

マクロプログラムなどを下記のサイ

トからダウンロードすることができ

ます。

www.agilent.com/chem  →

"Technical Support" / "User Con-

tributed Software"

なお、このサイトで公開している

情報について、国内でのサポート状

況の詳細は弊社および弊社代理店担

当者にお問い合わせ下さい。

Table３：標準アミノ酸標準液(UV検出用)の作成。保存用溶液を下記に従

い溶液を混合することで３種類の標準液を準備します。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　アミノ酸標準液 濃度 (pmol/μL)

900 225 90

18nmolEAA溶液を5 mL採取 5mL 5mL 5mL

の0.1N HClで希釈 － 15mL 45mL

希釈後のEAA 混合液の容量 5mL 20mL 50mL

希釈後のEAA溶液を5 mL 採取 5mL 5mL 5mL

10 nmol ISTD 溶液を右記容量添加 5mL 5mL 5mL

EAA-ISTD混合溶液の容量 10mL 10mL 10mL

EAA-ISTD混合液を100μl採取 100μL 100μL 100μL

右記容量の1000pmol AA標準液を添加 900μL － －

右記容量の250pmol AA標準液を添加 － 900μL －

右記容量の100pmol AA標準液を添加 － － 900μL

EAA 500 pmol/μL ISTD混合液の最終

容量 1 mL 1 mL 1 mL

Table４：高感度アミノ酸標準液の作成。保存用溶液を下記に従い溶液を混

合することで３種類の高感度標準液を準備します。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　アミノ酸標準液 濃度 (pmol/μL)

90 22.5 9

18nmolEAA溶液を5 mL採取 5mL 5mL 5mL

の0.1N HClで希釈 － 15mL 45mL

希釈後のEAA 混合液の容量 5mL 20mL 50mL

希釈後のEAA溶液を5 mL 採取 5mL 5mL 5mL

1nmol ISTD 溶液を右記容量添加 5mL 5mL 5mL

EAA-ISTD混合溶液の容量 10mL 10mL 10 mL

EAA-ISTD混合液を100μl採取 100μL 100μL 100μL

右記容量の100pmol AA標準液を添加 900μL － －

右記容量の25pmol AA標準液を添加 － 900μL －

右記容量の10pmol AA標準液を添加 － － 900μL

EAA 50 pmol/μL ISTD混合液の最終 1mL 1mL 1mL

容量



オーダー情報

Eclipse-AAA HPLC カラム

内容 サイズ 粒子径 Agilent

(mm)  (μm) 部品 No

分析カラム 4.6 x 150 5μm 993400-902

高分解能カラム（FLD検出用） 4.6 x 150 3.5μm 963400-902

高速分析カラム 4.6 x   75 3.5μm 966400-902

高感度、高分解能カラム 3.0 x 150 3.5μm 961400-302

ガードカラム (4/pk) 4.6 x 12.5 5μm 820950-931

ガードハードウェアキット － － 820777-901

誘導体化試薬

内容 Agilent

部品 No.

ホウ酸バッファ: 0.4 M 水溶液, pH 10.2, 100mL 5061-3339

FMOC 試薬, 2.5 mg/mL  CAN溶液, 10 x 1 mL ｱﾝﾌﾟﾙ 5061-3337

OPA 試薬, 10mg/mL : 0.4M ホウ酸ﾊﾞｯﾌｧ／3-ﾒﾙｶﾌﾟﾄﾌﾟﾛﾋﾟｵﾝ酸溶液, 6 x 1mL ｱﾝﾌﾟﾙ 5061-3335

DTDPA 試薬： ｼｽﾁﾝ, 5g 分析用 5062-2479

バイアル

内容 Agilent

部品 No.

100 μL インサート（樹脂足付）, 100/pk 5181-1270

広口スクリューバイアル, 2mL,100/pk 5182-0716

スクリューキャップ（緑）, PTFE/ｼﾘｺﾝ ｾﾌﾟﾀﾑ, 100/pk 5182-0721

標準試料

内容 Agilent

部品 No.

アミノ酸標準液 0.1 M HCl 溶液, 10 x 1mL ｱﾝﾌﾟﾙ

1 nmol /ml 5061-3330

250 pmol /ml 5061-3331

100 pmol /ml 5061-3332

25 pmol /ml 5061-3333

10 pmol /ml 5061-3334

サプリメント アミノ酸:

Nva, Sar, Asn, Gln, Trp, Hyp, 各1g 5062-2478
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