
はじめに
単離・精製のためのクロマトグラフィー分離は、分析分離と同じ物

理的及び化学的原理で行われています。しかしながら、分取の際に

はスケールの大きいカラムを用いてロード量を増やし目的物を精

製するため、目的物の純度や回収率を維持するためには、より良好

な分離が必要となります。グラジエント勾配を緩やかにすることは

分離向上のための最初のアプローチとして適切ですが、全体のグラ

ジエントの傾きを変更することでピークがブロードになり、分析時間

が長くなります。全体のグラジエント勾配を緩やかにする代わりに

フォーカスグラジエントを用いることで、分離を向上させたいクロマ

ト領域のみグラジエントを緩やかにして、トータルの分析時間を延

長することなくピークの分離を向上させることができます。フォー

カスグラジエントの条件は、スカウティング分析もしくは最初の分取

分析に基づいて決定します。

実験

グラジエント開発手順

■ 分取スケールにおけるシステムボリューム測定

■ スカウティンググラジエント分析

■ フォーカスグラジエントの設計

■ スケールアップしたカラムでのフォーカスグラジエント分析

分析条件

装置

LCシステム： Waters® 2525 バイナリーグラジエントモジュール、
2767 サンプルマネージャ、カラムオーガナイザー、
2996 フォトダイオードアレイ検出器、自動分取精製
用フローセル

カラム： XBridge™ Prep OBD™ C18 カラム、19×50 mm, 5 µm 
（製品番号186002977）

流速： 25 mL/min

移動相A： 0.1%ギ酸水溶液

移動相B： 0.1%ギ酸含有アセトニトリル溶液

波長： 260 nm

混合サンプル

■ スルファニルアミド　10 mg/mL

■ スルファチアゾール　10 mg/mL

■ スルファメタジン　20 mg/mL※

■ スルファメチゾール　10 mg/mL

■ スルファメトキサゾール 10 mg/mL

■ スルフィソキサゾール　4 mg/mL

■ トータル濃度　64 mg/mL（溶解溶媒：DMSO）

※フォーカスグラジエントのターゲットピーク
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結果と考察

分取スケールにおけるシステムボリューム測定
■ カラムを外し、ユニオンに変更する

■ Aラインにアセトニトリル、Bラインに0.05 mg/mLのウラシル/アセ
トニトリル溶液をセット（添加剤以外の物質の混合及び粘性の影
響を排除するため）

■ 測定波長254 nmでモニター

■ 移動相A 100％でベースラインを5分間記録

■ 5.01分の時点で移動相B100％になるように設定し、さらに5分間
記録

■ 移動相A100％と移動相B100％の吸収の差を測定

■ 吸収の差が50％になる時間を測定

■ 最初のステップ（5.01分）から吸収の差が50％になるまでの時間
を算出

■ 計算した時間差に流速を乗算する

図1　システムボリュームの測定

システムボリュームはグラジエント溶媒が混和される部分からカラ

ム入り口までの容量と定義されています。このシステムボリューム

はフォーカスグラジエントの設計の際に用いられます。図1に示した

とおり、今回使用する装置のシステムボリュームはこの実験により

3.0 mLと算出されました。

サンプルのグラジエントスカウティング分析

図2  化合物6種混合サンプルの分析をスケールアップしたクロマトグラム
分析条件は初期ホールド時間0.39分で、移動相Bを5分間で5→50％に増
加するグラジエントです。

※フォーカスグラジエントのターゲットピーク

フォーカスグラジエントの設計

ステップ1

ピーク3が溶出する溶媒組成は、2.47分より早い時間に作成されて

いました。図3に示したように、グラジエント溶媒が混和される部分

から検出器までのオフセット容量が、システムボリューム＋カラムボ

リュームです。今回のシステムでの合計容量は、システムボリュー

ム3 mL＋19×50 mmのカラムボリューム11.9 mLより、14.9 mLとなり 

ます。流速25 mL/minの場合、溶媒が検出器に到達するまでに0.59分 

かかります。溶出時間2.47分からオフセット時間0.59分を減算する

と、1.88分になります。スケールアップを行ったオリジナル条件で

はホールド時間0.39分でしたので、5分間のグラジエントにおいて、

ピーク3が溶出するアセトニトリル濃度が作成されるまでの時間は

1.88分－0.39分より、1.49分と算出されます。



2.47分にピークが溶出する溶媒組成は、2.47分より前に作成されていました。

グラジエント溶媒が混和される部分から検出器までのオフセット＝システム 
ボリューム＋カラムボリューム

つまり、オフセット=3.0 mL＋11.9 mL=14.9 mL
14.9 mL 
25 mL/min

2.47分に溶出するピークの溶媒濃度は1.49分に生成

2.47 min-0.59 min=1.88 min-0.39 minホールド=1.49 min

=0.59 min

図3　オフセット計算とシステムの模式図

フォーカスグラジエントの設計

ステップ2

2.47分のピークが溶出するアセトニトリル濃度を計算します。ス

ケールアップしたオリジナル条件は、初期ホールド時間0.39分で、移

動相B を5分間で5－50％に増加させるグラジエントです。

45％ 
5分　= 9％ /分

9％×1.49分= 13.4%アセトニトリル 
分

アセトニトリルの割合を求めるもう一つの方法では

1.49分×45％ = 13.4%アセトニトリル 
5分

2.47分のピークが溶出するアセトニトリル濃度をグラジエント条件か

ら求めると、13.4%でした。5％アセトニトリルからグラジエントを開

始したため、ピーク溶出時の実際のアセトニトリル濃度は13.4%+5％

＝18.4%となります。

3.0 mLシステムボリューム
＋11.9 mLカラムボリューム

インジェクター

カラム

ピーク@2.47分

検出器

フォーカスグラジエントの設計

ステップ3

グラジエントの途中に溶出する隣接ピークを分離するためのフォー

カスグラジエントでは、スケールの小さいオリジナルの試験スク

リーニング条件、通常は移動相B 0～ 5％でグラジエントを開始しま

す。サンプル注入後、ターゲットピークが溶出されると予測される

アセトニトリル濃度の5％低いところまで急勾配でグラジエントをか

けます。フォーカスグラジエントを行う狭い範囲のみ、グラジエント

勾配を試験スクリーニングの1/5と緩やかにすることで、隣接ピーク

の分離向上が予想されます。フォーカスグラジエントの終了はター

ゲットピークが溶出する予測濃度より5％高く設定します。オリジナ

ルのグラジエント条件では、移動相Bを5分間で5→50％（5分間で

45％）に上げていきます。これはアセトニトリル濃度を1分あたり9％ 

（簡略化するために9％を10％に丸める）ずつ上げていくことになり

ます。新しいグラジエントの傾きは10％の5分の1、つまり1分あた

り2％ずつ上げていきます。移動相Aを毎分2％ずつ変化させてアセ

トニトリル濃度を10％上げると、ピーク3と4の分離のための時間は

5分かかります。フォーカスグラジエント終了後は、急勾配で移動相

B 95％にして、アセトニトリル濃度を上げ、カラムを洗浄します。グ

ラジエントの最後に初期条件に戻し、カラム平衡化を行います。

移動相B5－45％＝1分あたり9％（数値を丸めて1分当たり10％）

グラジエントの傾きは1分あたり2％

10％アセトニトリル× 1分× = 5 分 
　　　　　　　　　   2%

2.47分のピークを分離するための新しいフォーカスグラジエント分析

時間 流速 %A %B

0 25 95 5

1 25 86.6 13.4

6 25 76.6 23.4

7 25 5 95

7.4 25 5 95

7.5 25 95 5

10.5 25 95 5



スカウティンググラジエントとフォーカスグラジエントの
比較
スカウティンググラジエント

時間 流速 %A %B

0 25 95 5

0.39 25 95 5

5.39 25 50 50

5.89 25 5 95

6.89 25 5 95

7.39 25 95 5

10.50 25 95 5

フォーカスグラジエント

時間 流速 %A %B

0 25 95 5

1 25 86.6 13.4

6 25 76.6 23.4

7 25 5 95

7.4 25 5 95

7.4 25 95 5

10.50 25 95 5

フォーカスグラジエントでの分析

図4　上段：スカウティング分取グラジエント（移動相B 5分で5→50％）による6化合物
混合溶液の分析結果
下段：6化合物混合溶液をピーク3及び4の分離にフォーカスしたグラジエントで分析し
た結果 （移動相B　5分で13.4→23.4%）

図4に示したように、フォーカスグラジエントを行うことにより、ピー

ク3及び4の分離が明らかに向上しました。高比率のアセトニトリル

にてカラム洗浄を行うまで、フォーカスしたグラジエントの緩やかな

勾配で化合物を溶出しているため、ピーク5及び6の溶出位置がシフ

トしています。フォーカスしたグラジエントで勾配を緩やかにし、分

離が向上したことにより、分析時間を増加させることなく、より高純

度かつ高回収率で目的物を得ることができます。



結論
後の実験のために化合物精製を行う際、高いロード量で分離が行わ

れます。フォーカスグラジエントを行うことで、分析時間を延長する

ことなく、隣接した溶出ピークの分離向上が可能です。システムボ

リュームを算出することで、分取を行うグラジエント条件を直接最適

化できます。フォーカスグラジエントを用いることで溶媒消費量や

廃棄量を増やすことなく、目的物の収率及び純度を向上させること

ができます。つまり、分離向上のためにフォーカスグラジエントを用

いることは分取精製にかかるコストを抑えることにもつながります。
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