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ウォーターズのソリューション

AutoPurification™ システム

XSelect® CSH ™ カラム

XSelect CSH C18 OBD™ 分取カラム

キーワード

分取液体クロマトグラフィー、天然物単離、

フォーカスグラジエント、at-column dilution

アプリケーションの利点 

■■ フォーカスグラジエントにより近接して溶出

する成分の分離を向上することでカラムロー

ディングを増加でき、より効率的なターゲット

化合物の精製が可能

■■ 強溶媒大量注入によるピーク形状悪化と分離

低下の影響を at-column dilutionにより軽減し、

天然物単離における分離、カラムローディ

ング、全体としての生産性を向上

はじめに

天然物は、医薬品、サプリメント、栄養補助食品、代替医療の業界において

幅広く使用されています。1-4 クロマトグラフィーは化学的フィンガープリント、

構造解析、分取精製スケールでの生理活性物質の単離を含む天然物研究の不可

欠な要素として長い間用いられています。天然物抽出物は通常、様々な官能基、

酸・塩基特性、分子量をもつ多くの化合物種から成る複雑な混合物であるため、

逆相液体クロマトグラフィー（RPLC）は主にその汎用性から天然物の分析および

精製として役に立つことが多い技術です。

分取高速液体クロマトグラフィー（分取 HPLC）の使用は、この 10年間で非常

に多くの種類の天然物単離において主流となりました。4 ターゲット化合物の精

製において、ターゲット化合物と近接する夾雑ピークとの十分な分離には良好

な分取クロマトグラフィーが必須です。分離を向上させる典型的なアプローチ

としては、異なる固定相・移動相・モディファイヤーの評価、分離温度の変更、

グラジエント勾配の変更などがあります。しかしながら、分取クロマトグラ

フィーの最終的な目標は、望ましい純度のターゲット化合物を効率的に収集す

ることです。そのため、全体の分析法開発ストラテジーにおいては、サンプル

希釈溶媒や注入方法などの実験パラメーターと、溶媒消費量や生産性に対する

それらパラメーターの影響についても考慮する必要があります。5  特に、非常に

複雑なマトリックス中に必要な化合物が低濃度で存在することが多い天然物の

単離において必要です。そのために、at-column dilution（ACD）は従来の注入方

法に対して実行可能な代案です。ACDによりクロマトグラフィーの一貫性と分

離を維持したまま、強溶媒に溶解したサンプルを大量注入でき、その結果、全

体として精製の生産性を向上できます。6

本アプリケーションノートではペパーミント抽出物 7を用いて、天然物中の微

量成分単離に向けた典型的な分取 HPLC 分析法開発ワークフローと、系統的な

分離およびサンプルローディングの向上について示しました。

ペパーミント抽出物中の微量成分単離に向けた
分取液体クロマトグラフィーにおける分離
およびカラムローディングの系統的な向上
Jo-Ann M. Jablonski and Rui Chen
Waters Corporation, Milford, MA, USA 
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実験方法 

サンプル詳細 

3.3 gの乾燥ペパーミントを 80：20  メタノール /

水 20 mLを用いて室温で 6時間抽出し 7、上清は

Acrodisc Syringe Filter（0.45 µm G H P  Membrane、

25 mm）でろ過しました。

LC条件

システム： AutoPurification

カラム： XSelect CSH C18  5 µm

 4.6 × 100 mm

 XSelect CSH Phenyl-Hexyl 5 µm

 4.6 × 100 mm

 XSelect CSH Fluoro-P henyl 5µm

 4.6 × 100 mm

 XSelect CSH C18 OBD 分取  5 µm

 19 × 100 mm

移動相 A： 0.1%トリフルオロ酢酸（TFA）水溶液

移動相 B： 0.1%トリフルオロ酢酸（TFA）

 アセトニトリル溶液

UV波長： 220 nm

流速： 分析 1.46 mL/min、分取 25 mL/min

本研究に用いた分析および分取グラジエント条件を表 1 にまとめました。

ACD注入では、ACDポンプから直接注入バルブへアセトニトリルを一定に 1.3 

mL/min（トータル流速の 5%）送液し、一方のグラジエントポンプからは溶離

液を流速 23.7 mL/minでグラジエント送液して、カラムヘッドで両者を混合し

ます。分取スケールにおけるクロマトグラフィーが分析スケールにおけるクロ

マトグラフィーと同一になるようにグラジエントセグメントあたりのカラムボ

リューム（CV）は 3つの分析法全てで一定にしました。他の主要な分析パラメー

ターは各図の説明文に記載しました。

分析 分取 
*通常の注入

分取 
**ACD

Time  
(min)

%B Time  
(min)

%B Time  
(min)

%B

0.0 5.0 0.0 5.0 0.0 0.0

1.0 17.4 0.4 5.0 4.3 0.0

11.7 25.4 1.4 17.4 5.3 12.4

12.2 95.0 12.2 25.4 16.1 20.4

17.2 95.0 12.6 95.0 16.5 90.0

17.4 5.0 17.6 95.0 21.5 90.0

25.4 5.0 17.8 5.0 21.7 0.0

25.8 5.0 29.7 0.0

*  2 mL ループ、システムボリューム = 6.3 mL
** 5 mLループ、システムボリューム= 9.3 mL; AC Dポンプ流速：1.3 mL/min、
トータル流速：25.0 mL /min

表 1.　本研究に用いたグラジエント条件。分析の流速は 1.46 mL/min、分取の流速は 25 mL/min
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結果および考察

カラムスクリーニングおよびフォーカスグラジエント

分取クロマトグラフィーの基本原理の多くは、分析クロマトグラフィーと同じです。そのため、分取 HPLC

分析法開発は多くの場合、分析 LCにより開始しカラムサイズに応じて分取にスケールアップします。3種

類のカラムを用いたジェネリックグラジエント分析によるペパーミント抽出物の LC/UVクロマトグラムを

図 1に示しました。ターゲット化合物も粗抽出物中のその他微量化合物も XSelect CSH C18カラムで最も良

好に分離しました（図 1A）。そのため、これ以降の確認実験には XSelect CSH C18カラムケミストリーを用い

ました。
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図 1　3 種類のカラムを用いて得られたペパーミント抽出物の LC/UV クロマトグラム：（A）XSelect CSH C18 （B）XSelect CSH 
Phenyl-Hexyl （C）XSelect CSH Fluoro-Phenyl アスタリスク（*）はターゲット化合物のピークを示しています。全てのカラムサイズ
は 4.6× 100 mm（粒子径 5 µm）。注入量は 10 µL。ジェネリックグラジエントとして 5-95%B（12分間）を用い、トータル分析時
間は 20分でした。
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イニシャルのジェネリックグラジエントでは対象分析種は 22%Bに溶出した（図 2A）ため、さらに分離を向

上させるために 17-25%Bの範囲のフォーカスグラジエントを採用しました（図 2Bおよび 2C）。フォーカス

グラジエントはカラムで近接して溶出する化合物の滞留時間を長くしてより良好に分配し、僅かに極性の異

なる化合物間の選択性（α）を向上させます。8 　しかしながら、グラジエント勾配を緩やかにすると保持能（k）

も増加し、その結果、ブロードなピーク、ピーク高さ低減、分析時間延長、分取クロマトグラフィーでの溶

媒コスト増加につながります。そのため、フォーカスグラジエントを用いる際には、分離度と分析時間のバ

ランスを保つように注意を要します。本研究では、0.72%B/CV（図 2C）の時にトータル分析時間 25分で、ター

ゲットピークを全ての隣接ピークからはっきりとベースライン分離しました。分析時間を短くするためには、

ターゲットピークを収集し終えたらすぐに有機溶媒濃度を上げてカラム洗浄ステップに移ります。
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図 2.　3種類の異なるグラジエントを用いた XSelect CSH C18 4.6 × 100 mm、5 µmカラムでの LC/UV クロマトグラム

スケールアップ

分析から分取への適切なスケーリングには、クロマトグラフィーの各ステップにおいてグラジエント勾配

（CVあたりの %Bの変化）を維持する必要があります。9　流速と注入量はカラムサイズに応じてスケールアップ

しました。表 2は、クロマトグラフィーを分析カラムから分取カラムにスケーリングする際に用いた流速と

注入量をまとめました。適切にスケーリングしたフォーカスグラジエントは表 1に示しました。
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XSelect CSH C18 4.6 × 100 mmカラムを用いたローディングの検討（ここでは記載しておりません）から、

ターゲット化合物と不純物との分離を損なわずに注入できる最大量は 30 µLであることが示されました。

カラムサイズに応じて計算すると、分析カラムへの注入量 30 µLは 19 × 100 mmカラムへの注入量 512 µL

に相当します。従来の注入方法で、ターゲットピークは近接して溶出する夾雑から分離しました（図 3A）。

さらに注入量を増加させると、表 2に示す 682 µL注入（結果は図 3B）のように、対象ピークと近接して

溶出するピークとの分離度が低下します。そのため、本研究のペパーミント抽出物では、従来の注入方法

を用いた場合、19 × 100 mmカラムへの実用的な注入量は 512 µLまでに限定されています。実際の分離

度の低下は、一つにはサンプル希釈溶媒として強溶媒を使用していることが原因です。天然物はサンプル

マトリックスから抽出するために、メタノール、エタノール、アセトンなど逆相クロマトグラフィーに

対して溶離力の強い有機溶媒の使用が必要な場合もあります。しかしながら、強溶媒の大量注入はクロマト

グラフィーを悪化させ、結果として分離度が低下することが多くあります。強溶媒中のサンプル分子は

カラムに保持せず、強溶媒が初期組成移動相で十分に希釈されて保持が促進されるまで、カラムの中を移動

します。結果として、サンプルは幅広いバンドでカラムに保持されます。サンプルは幅が広く分離の悪い

ピークとしてカラムから溶出し、結果としてカラム効率と全体としての生産性が限定されます。

分析 分取
カラムサイズ 4.6 x 100 mm 19 x 100 mm
カラムボリューム 1.4 mL 23.8 mL
流速 1.46 mL/min 25.0 mL/min
注入量 30 µL 512 µL
注入量 40 µL 682 µL

表 2.　スケールアップパラメーターまとめ
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(A) 512 µL 

(B) 682 µL 

図 3. 通常配管の Waters ® AutoPurification
システムで XSelect CSH C18 OBD 分取 19 ×
100 mm、5 µmカラムを用いたペパーミント
抽出物の 512 µLおよび 682 µL注入の結果
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At-column dilution（ACD） 

ACD により、強溶媒の大量注入が可能になり、同時にサンプルの溶解性、カラムローディング、分離度が

向上します。6   ACDでは、強溶媒中のサンプルがカラムヘッドで水系移動相により希釈されるようにクロマト

グラフィーシステムを配管します。希釈された溶媒中のサンプルはカラムに保持され、グラジエントによ

りサンプルの溶出が始まる前に強溶媒はカラムから洗い流されます。グラジエントが開始すると、サンプ

ルの成分は幅が狭く、良好に分離したバンドとして溶出されます（図 4）。強溶媒の影響を効果的に軽減し、

分離を維持できます。さらに、カラムヘッドで希釈されるところまでサンプルは有機溶媒中にあるため、サン

プルの析出が起こりません。

Sサンプルバンド サンプルバンド

強溶媒

強溶媒

溶媒グラジエント

希釈された溶媒中の
サンプルがカラムに入り
カラムヘッドで
狭いバンドとして
保持される。

グラジエントにより
サンプルの溶出が始まる前に
強溶媒はカラムから
洗い流される。

溶媒のグラジエントにより
サンプルの成分は
良好に分離したバンドとして
溶出される。

図 4.　at-column dilutionの概略

図 5Aおよび 5Bは通常の注入方法および ACD で 682 µL注入を行ったクロマトグラムを示しています。

図 5Bに示すように、ACD を用いた注入では、ターゲットピークと近接して溶出するピークとの分離が明

らかに向上しました。図 5Cに示すように、ACD では分離度を損なわずに最大 2.7 mLまで注入が可能です。

これは、通常の注入方法を用いた場合の 512 µLに比べてカラムへのローディングが 5倍増加することに相当

します。

ACD メソッド最初のイニシャルホールドによりサンプルループを完全に洗い流すようにするのが重要です。

例えば、図 5Cの2.7 mL注入には5 mLループが使用されているため、流速1.3 mL/minで4分のイニシャルホー

ルドを追加しています（表 1）。
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* 図 5 通常配管および at-column 
dilutionモードの AutoPurification
システムで XSelect CSH C18分取
OBDカラムを用いたペパーミン
ト抽出物 682 µL 注入、2.7 mL
注入の分取 LC/UVクロマトグラ
ム比較

2.7 mL注入によりターゲット微量成分を 1つのフラクションに十分に単離でき、UV分析による純度は 94%でした

（図 6）。
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図 6.　ACD で 2.7 mL注入により得られたフラクションの UVによる純度分析



結論

本アプリケーションノートは、AutoPurification システムを用いて

ペパーミント抽出物中から微量成分を単離するための系統的な分

取 HPLC 分析法開発について説明しました。全体のワークフロー

は、異なるカラムケミストリーのスクリーニング、フォーカスグ

ラジエントの適用、スケールアップ、ACD 注入の採用から構成さ

れます。最適化した分析クロマトグラフィーから適切にスケール

アップし、ACD を採用することで、分取スケールにおいて分離を

維持したままサンプルローディングを 5倍向上しました。本アプ

リケーションで示した技術は分取 HPLC を用いてルーチンで天然

物を単離しているラボにおいて汎用的に適用できます。
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