
特集 分析技術

01 はじめに

　現在、高速液体クロマトグラフィー（HPLC）で最もよく用いら
れている分離モードは、試料と固定相との間に働く疎水性相互
作用の原理を用いた逆相分配クロマトグラフィーであり、充塡
剤としてオクタデシルシリル（ODS）化シリカゲルを充塡したシ
リカ系逆相C18カラムが汎用的に用いられている。また、それ
らの充塡剤の基材には、一般的にシリカゲルを用いたものが多
い。その理由として、シリカゲルは機械的強度が高い、分離効率
が高い、様々な修飾基を化学修飾することができ汎用性が高
い、比較的安価であるなどが挙げられる。しかしながら、基材シ
リカは耐アルカリ性が低いため、使用できる移動相のpH範囲
が限られるという欠点を抱えている。
　シリカ系逆相C18カラムは、本来疎水性相互作用のみによる
比較的単純な保持機構による分離であるが、残存シラノール基
や基材シリカ中の金属不純物による二次的相互作用が働き分
離に悪影響を及ぼすことが広く知られている。
　これらの二次的相互作用以外にも、液体クロマトグラフィー/
タンデム質量分析法 (LC/MS/MS)において、ク
ロマトグラフィー管などの金属材料と相互作用
し分離に悪影響を及ぼす場合もある。
　ここでは、これらの欠点を克服すべく今まで開
発に取り組んできた内容について簡単に紹介す
る。

02 エンドキャッピング

　分析対象物質が塩基性物質の場合、残存シラ
ノール基に吸着し易く、ピークのテーリング及び
保持時間の遅延の原因となる。そのため、一般的にトリメチルシ
リル化による残存シラノール基を不活性化するエンドキャッピ
ングが施される。1980年代後半までは一般的にエンドキャッピ

ングは、トルエンなどの液相中でシリル化剤を反応させる方法
がよく知られていたが、このようなエンドキャッピングでは反応
効率が低く、シラノール基が残存するという問題があった。そこ
で、CERIでは全く新しい画期的なエンドキャッピング法である
高温気相エンドキャッピング法を開発し、1990年に高温気相エ
ンドキャッピングを施したL-column ODSを開発した。この高
温気相エンドキャッピング法は、高温液相中でシリル化する方
法に比べて反応効率が優れているため、より多くのシラノール
基を不活性化することができる1, 2）。
　また、2007年に高温気相エンドキャッピングの反応効率を更
に向上させた高度エンドキャッピング法を開発し、それを施した
L-column2 ODSを開発した（図1）。
　金属不純物を多く含んだ基材シリカも残存シラノール基と
同様、二次的相互作用が働き分離に悪影響を及ぼすことが知
られており、特に分析対象物質が配位性化合物の場合、ピーク
のテーリング及び保持時間の遅延、最悪の場合ピークが全く
検出されないこともある。そのため、金属不純物を含まない基
材シリカを用いることも重要である3）。また、エンドキャッピン
グの表面被覆が高密度であるほど、吸着性が少なくなるとい
われている。
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図1　シリカ系逆相C18（ODS）カラムの分離機構（イメージ）
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03 メタルフリーカラム

　液体クロマトグラフィー/タンデム質量分析法 (LC/MS/MS)
による生体試料の微量分析が広く行われている。しかし、一部
の化合物、特にペプチドや低分子のリン酸化合物の分析では、
配管やバルブなどの金属材料と相互作用し、それらのピークが
大きくテーリングする。一般的に、カラムは充塡剤とステンレス
製のクロマトグラフィー管、フリットと呼ばれるフィルターなどか
ら構成されているが、これらとも相互作用し、ピークがテーリン
グする原因となっている。そこで、試料との相互作用が起こりに
くいガラスライニングステンレス管とポリマー系のフリットを組
み合わせたメタルフリーカラムを2014年に開発した4）。
　このカラムは金属配位性化合物のLC/MS/MS分析におい
て、ピーク形状や感度の改善、キャリーオーバーの低減、定量範
囲の拡大5）、不確かさの低減6）など有効性が確認された（図2）。
また、メタボロミクスやリピドミクスなどの分野でも使用されつ
つある。

04 L-column3

　HPLC分析においてカラムは常に移動相に晒され続ける。こ
のことはシリカ系逆相C18カラムなどの充塡剤表面が常に加
水分解のリスクに晒されているということを意味する。シリカ系
逆相C18カラムは、シリカゲル表面をアルキル基で高密度に修
飾しているため、中性移動相での耐久性は十分に維持される。
しかし、アルカリ性移動相となると基材シリカは簡単に侵食され
はじめ、やがてカラム先端に隙間が生じカラム性能は著しく低
下する。シリカ系カラムにおけるアルカリ性の耐久性の向上に
ついて、残存シラノール基の問題と同様に各カラムメーカーも

様々なアプローチで改善を目指している。ただし、残存シラノー
ル基についてはエンドキャッピングの反応率をいかに上げるか
という比較的シンプルな方法論での対処が可能であったが、化
学的耐久性については、充塡剤のほとんどを占める基材自体の
侵食を防ぐ必要があるため、この課題は非常に複雑で解決困難
なテーマであるといえる。
　しかし、CERIでは独自に開発した化学的耐久性の非常に高
いPCSシリカ（Perfect Chemical Stable Sillica）と耐久型高
度エンドキャッピングにより、これらの難題の克服に成功した
L-column3 を2017年9月より供給を開始した。L-column3 
とpH 12まで使用可能な他社製カラムとの耐アルカリ性を
評価するため、これらのカラムに対してトリエチルアミン（pH 
12.2）及びリン酸緩衝液（pH 11.5）による通液劣化試験を行っ
た。その結果を図3に示す。トリエチルアミンの通液において、
Brand D及びBrand Eは200時間前後で理論段数の著しい低
下が認められた。一方、250時間以上安定していたBrand B及
びBrand Cも、リン酸緩衝液の通液では150時間以内に著しい
低下が認められた。これはカラムがアルカリ性移動相の種類に
も大きく影響を受けるということを示している。L-column3 は
いずれのアルカリ性移動相の通液条件においても安定してい
ることから、非常に耐アルカリ性が高いことがわかる。つまり、

図3　アルカリ性移動相の通液劣化試験
上）54 mMトリエチルアミン（pH12.2）/メタノール（90/10）
下）10 mMリン酸緩衝液（pH11.5）/メタノール（90/10）

充塡剤 C18 5 μm
カラムサイズ 2.0 or 2.1×150 mm
通液劣化試験条件
移動相 54 mMトリエチルアミン（pH12.2）/メタノール（90/10）
流速 0.2 mL/min、カラム温度：50℃

ナフタレン測定条件
移動相 水/アセトニトリル（40/60）
流速 0.2 mL/min、カラム温度：40℃

充塡剤 C18 5 μm
カラムサイズ 2.0 or 2.1×150 mm
通液劣化試験条件
移動相 10 mMリン酸緩衝液（pH11.5）/メタノール（90/10）
流　速 0.2 mL/min、カラム温度：40℃

ナフタレン測定条件
移動相 水/アセトニトリル（40/60）
流　速 0.2 mL/min、カラム温度：40℃
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分析条件
充塡剤 L-column2 ODS, 3 μm
カラムサイズ メタルフリーカラム2.0 mm I.D. or ステンレスカラム2.1 

mm I.D., 150 mm L.
溶離液 A：0.1% ギ酸; B：アセトニトリル　A/B：95/5-50/50 (0-10 

min)
流速 0.2 mL/min
カラム温度 40℃
試料 リン酸化ペプチド（1：NVPL-pY-K、2：HLADL-pS-K）
試料濃度 500 fmol/μL
注入量 3 μL
検出 ESI-MS/MS(+)

図2　カラム材質の違いによるリン酸化ペプチドの分析結果
（左）ステンレスカラム、（右）メタルフリーカラム
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L-column3 は非常に幅広いpH領域（pH 1～pH 12）でメソッ
ド設計が可能なカラムといえる。
　また、L-column3 は極限まで残存シラノール基を不活性化
しており、塩基性物質、配位性化合物及び酸性物質の全てに対
してシャープなピークを示す。図4に、塩基性物質である抗う
つ剤の分析結果を示す。L-column3 は左右対称なシャープな
ピークが得られた。一方、L-column3 と同等の耐アルカリ性を
示したBrand Aは、吸着性に関してはL-column3 より劣る結
果であった。L-column3 は多岐の物質にわたりオールラウンド
に最高レベルの低吸着性を発揮するカラムといえる。

05 L-column3で広がる
アプリケーション

　L-column3は非常に幅広いpH領域（pH 1～12）でメソッド
設計が可能なことから、イオン性化合物の分析に対してその性
能を十分に発揮することができる。それは、イオン性化合物の
解離状態が移動相のpHによって変化し、保持が大きく変化する
からである。そのため、移動相のpH変化が分離改善に大きく寄
与する。図5に、L-column3を用いてイオン性化合物を分析し
たものを示す。移動相のpHを2、7、11に変更することで、イオ
ン性化合物の保持時間を変化させることができる。
　酸性物質であるイブプロフェンのpKaは4.5であることから、
pH 2の移動相では解離が抑えられた状態となるので、保持時
間は最も長くなる。一方、pH 7及びpH 11の移動相ではほとん
ど解離しているので、保持時間は短くなる。
　塩基性物質では、酸性物質と逆の傾向となる。塩基性物質で
あるフルボキサミンのpKaは9.2であることから、pH 2及びpH 
7の移動相ではほとんど解離しているので保持時間が短くな
るが、pH 11の移動相では解離が抑えられた状態になることか
ら、保持時間が最も長くなる。この挙動は他の塩基性物質及び
酸性物質でも同様の傾向が見られた。
　一方、両性物質であるフェキソフェナジンのpKaは4.3及び

9.5である。pH 2の移動相では構造中のピペリジノ基のほとん
どが解離し、カルボキシル基は解離が抑えられた状態となり、
pH 11の移動相では逆に構造中のピペリジノ基は解離が抑え
られた状態で、カルボキシル基がほとんど解離している。また、
pH 7の移動相では、構造中のピペリジノ基及びカルボキシル
基の両方がほとんど解離しているため、保持時間が最も小さく
なる。このような両性物質に対しても、L-column3を用いれば、
広範囲な移動相条件から移動相のpHに制約されることなく、
目的に応じた分析条件を選択することができる。

　現在、医薬品の開発において原薬中の不純物に関するガイ
ドラインが発行されており、新規医薬品の申請時に、不純物や
医薬品の保存中に生成する分解生成物等についての分析法、
構造決定及び安全性評価をしたものを添付する必要がある。
図6に、塩基性医薬品であるホモクロルシクリジンの分解生成
物を分析した例を示す。それぞれのクロマトグラムを比較する
と、pH 11の移動相が一番多くピークを検出することができ
た。また、移動相のpHによりピーク数が異なることから、pHを

分析条件
充塡剤 C18 5 μm
カラムサイズ 4.6×150 mm
移動相 アセトニトリル/25 mMリン酸緩衝液（pH7）（35/65）
流　速 1 mL/min、カラム温度：40℃
試　料 1. パロキセチン

2. シタロプラム　
3. フルオキセチン

注入量 1 μL
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図4　低吸着性（塩基性物質）

分析条件
カラム L-column3 C18 5 μm, 2.1×150 mm
移動相 A: アセトニトリル; B:25 mM リン酸緩衝液（pH2,7,11）

A/B: 20/80-70/30 (0-20 min)
流速 0.3 mL/min、カラム温度：40℃
試料 1. ケトプロフェン（酸性）

2. イブプロフェン（酸性）
3. インドメタシン（酸性）
4. イソブチルパラベン（弱酸性）
5. フェキソフェナジン（両性）
6. トリプロリジン（アルカリ性）
7. フルボキサミン（アルカリ性）

注入量 1 μL

図5　L-column3 を用いた移動相のpHによる
イオン性化合物の分離パターン変化
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高くすることで今までは分離することができなかった不純物の
ピークを分離する可能性が示唆され、pH 11でも分析可能な
L-column3が、医薬品の不純物分析に有効であることが示さ
れた。また、移動相のpHが高くなるほど負荷量によるピーク形
状の変化が小さくなり、pH 11の移動相では高負荷量の試料
を注入してもシャープなピークとして検出することができた。
このことから、塩基性物質を大量に負荷させる分取精製におい
て、L-column3が有効であることが示された。

　次に、L-column3を用いて下痢性貝毒であるオカダ酸群を
分析した例を紹介する。オカダ酸（OA）や異性体であるディノ
フィシストキシン（DTX）は、構造中にカルボキシル基を有する
毒素である（図7）。公定法では、移動相にギ酸アンモニウムや
ギ酸を加えて酸性にすることで、カルボキシル基の解離が抑制
された状態で分析をしている。しかし、マトリックス効果により感
度が不安定であるという問題がある。
　最近では、LC/MS/MS分析にアルカリ性移動相を用いてい
る例も報告されている7）。これは、移動相をアルカリ性にするこ
とでカルボキシル基が解離状態となるため、イオン化効率が改
善されて感度を向上することができるからである。我々も、移
動相にアンモニア水を用いたアルカリ性移動相でオカダ酸群
を分析した。分析に用いたオカダ酸群は、関東化学株式会社か

ら購入したものを用いた。その結果を図8に示す。上側のクロ
マトグラムが移動相にアンモニア水を使用して分析したもの、
下側のクロマトグラムが移動相にギ酸アンモニウム及びギ酸
を使用した公定法で分析したものである。これらを比較すると、
アンモニア水を使用することで、公定法と比較して三成分とも
感度を向上し、OAとDTX-2間の分離も改善することができた。
このことから、アルカリ性移動相を用いたオカダ酸群の分析に
L-column3が有効であることが確認された。 
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図6　ホモクロルシクリジンの分解生成物の分析

分析条件
カラム L-column3 C18 5 μm, 2.1×150 mm
移動相 A: アセトニトリル; B:25 mM リン酸緩衝液（pH2,7,11）

A/B: 5/95-75/25-75/25 (0-30-40 min)
流　速 0.2 mL/min、カラム温度：40℃
試　料 10 g/L ホモクロルシクリジンの分解生成物
注入量 5 μL

図7　オカダ酸群の化学構造

オカダ酸：関東化学株式会社製（製品番号49915-09、CAS.No 78111-17-8）
ディノフィシストキシン-1：関東化学株式会社製（製品番号49915-06、CAS. 
No 81720-10-7）
ディノフィシストキシン-2：関東化学株式会社製（製品番号49915-07、CAS. 
No 139933-46-3）

No. 化学物質 R1 R2 R3 R4
1 オカダ酸（OA） -H -CH3 -H -H
2 ディノフィシストキシン-2（DTX-2） -H -H -H -CH3

3 ディノフィシストキシン-1（DTX-1） -H -CH3 -CH3 -H
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図8　 L-column3 を用いたオカダ酸群の分析　a）検討法、b）公定法

分析条件
カラム L-column3 C18 3 μm, 2.1×150 mm   
溶離液 a) A：5 mM アンモニア水（pH10.5）; B：アセトニトリル/5 mM 

アンモニア水（pH10.5）（95/5）
b) A：2 mM ギ酸アンモニウム及び50 mM ギ酸; B：アセトニトリ
ル/2 mM ギ酸アンモニウム及び50 mM ギ酸（95/5）
A/B：60/40-60/40-100/0-100/0 (0-2.5-7.5-12.5 min)

流速 0.2 mL/min、カラム温度：40℃
試料濃度 380 μg/L（OA）、840 μg/L（DTX-2）、850 μg/L（DTX-1）、注

入量：5 μL
検出 ESI-MS/MS(-)

a) 検討法（アルカリ性移動相）
1：OA
2：DTX-2
3：DTX-1
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06 おわりに

　本稿では、これまでCERIで開発したシリカ系逆相C18カラム
について紹介してきた。いずれのカラムも様々な試行錯誤の中
で開発できたものである。しかし、その中でも耐アルカリ性カラ
ムの開発は、基材シリカ自体が持つ化学的特徴に関わることで
あるため、最もハードルの高いものであった。そのような中、近
年の耐アルカリ性カラムの登場は、先に紹介したように今後の
HPLC分析、LC/MS/MS分析等において広がりを持たせること
ができる重要なツールの一つとして期待できる。しかしながら、
シリカ系逆相C18カラムが登場して以来、耐アルカリ性が低い
ということが周知の事実として広く認知されていたため、アル
カリ性移動相を使用したアプリケーションデータは酸性及び中
性移動相と比べて遥かに少ないのが実情であり今後の課題で
ある。
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