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生体成分の高速液体クロマトグラフィ
High Speed Liquid ChromatographY On

BiologlCalSubstances
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11 緒 言

液体クロマトグラフィは,1903年Tswettがアルミナを充

唄したカラムにイf油エーテルを満雄液として,クロロフィル,

カロチンなどの大然色素を分維したのが始まりである〔1ガス

クロマトグラフィよりその触史は古いにもかかわらず,党脱

が遅れていたのは,分析に時iijほ二要することや,抹作が稜雉

であったことに起因していた｡しかしながら,生体成分のよ

うに物理的,化学的に不安定な物質の分離分析に液体クロマ

トグラフィは不七丁欠の手段であり,地道に研究が続けられて

いた｡二のような二状況+卜で,Spackman,Stein,Mooreら叫二

よってイオン交換法によるアミノ酸自動分析法が発表され,

我が田でも向じころ江頚(2)によって,紫外吋祝日記分光光舷計

を検=器とするKLF-1形日二在液体クロマトグラフが完成し,

液体クロマトグラフィの進歩に人いに寄与するものがあった｡

この時代の分析時間は,たん白質構成アミノ酸20成分の分析

に24日､川iほ要し,1成分当たり1時間であったが,その後徴

岩;立享丘送液ポンプや検出器の開発など装道三の日勤化が進み,

性能の良いカラム充唄別の開ブ邑とともに分析時間も数時間へ

と知硝～iされるにいたった(3)〔)
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図l;夜体クロマトグラフの構成 液体クロマトグラフを構成してい

る主要部を系統図に示Lたものである｡

Fig･lFunctionalDjag｢am ofJjquid Chromatograph
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故にここ2,3JFの進射ま才Lく,装置の耐圧作Irl】_卜に三二

る溶維彼の高流速化,カラムの構造や充填剤など分維カラ∴

に関するほ術改善,横山旨旨の砧感性化乙･どにより,分析帖17L■j

もガスクロマトグラフィに近づきつつあり,高速液体クロマ

トグラフイ(4)として新Lい分野が誕生L,装置もl勺外各社で生望

品化されるに至った｡

高速液体クロマトグラフィの生休試料への応用の多くは,

鎌や血液,脊髄液など生休液分析で,食物や病気による昧,

血液中の成分変化,成分の相関性及び医薬r_枯才望与による代.湖‾

の影響など,生理･病理臨床検査に似れた能力を発揮するも

のと思われる｡実際二の分野でも妊産婦診断に,尿中のエス

トリオールの分析5〉や結腸ガン塩者の尿中の紫外吸収物質のウナ

析,尿中の核酸の分析,新生児,幼児尿中のウリジン,馬J+こ

酸,ヒポキサンチンの量的比較など多くの報告がみられる

ニニでは､才弦々が開発した634形及び635形日立液体クロr､ノ

トグラフを使用して,生休成分への応用を試み,核酸,ステ

ロイドホルモン,アミノ酸などの分離グ)子吉礎的検i汁も行ない,

我々が開発したカラム充唱剤である卜l立ゲルの有用性を比い

だしたので,装置の概要と,その応用例について報f!～する

囚 液体タロマトグラフの装置の‡既要

液体グロマトグラフは,匝11に示したような各装置の甜イ干

せによって構成されてし､る｡i液体クロマトグラフィを高速化

するためには,カラムを細く してi容離液の線速度を上げて,

上干上く溶出する方法がとられる｡この場‡㌢,カラム効率を良く

するために,例えば充項別の粒度を小さくすることも必要な

ことであるが,また･一■方,カラムが細いために充囁剤の谷ムi二

が小さくなるので,試料の壷を少なくする必要があり,その

ため検出器の感度を高くしないと検出できなし､という問題が

起こってくる｡=柁々はこのたび500kg/cm2の高圧に耐え得る

送液ポンプ,200～640nmの範囲で自由に波長を選択できる浪

士主叶変流動光度計を備えた新しし､高速液体クロマトグラフを

開発した｡これらのうち,主要な部分についてその概要を述

/ヾる｡

2.1 高圧定;充量送液ポンプ

殻高500kg/cmZの高圧ポンプで,デッドポリウムの極めて
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図2 高圧送液ポンプ原理図 635形日立液体クロマトグラフに用いら

れているポンプの原王里を示Lたものである｡

Fig･2 P｢inc-Ple of High Pressure M山imalF】ow P=mP

′トさい往復ピストン万上(を才末梢L,無脈流方式で,ノ昌=二安;ょし

た流量が得られる｡Lかも左流量‾方式のため耗めて再現件の

高いデータが行られる｡

このポンプの動作城f軋ま､図2に示すと才一iりであるが,2

連の往粒ピストン式ポンプで,-･方がポンプの働きをし,他

方は強制的に内容積を変化させてデンバの働きをする｡ポン

プの吐出L時にその吐出し呈の--･部をダンパ内にr吸引L,ポ

ンプの吸引時にダンパ内に吸引した溶離液を吐き出す｡この

とき同同に示したような吐山Lパターンとなるように,ピス

トンは精密なカムによって駆動され,脈流のない流れとなっ

て吐き出きれる｡背任が大きく変わった場†ナには液の圧縮,

シ【ルのねじれ,弁の開閉状態などが変わるため､ロート出しパ

ターーーンが理論パターンからずれて,わずかな脈流が牛ずるよ

うになるので,二れを補僻するために岐引量を椚i成させて正

規のパターンに役帰させるための調節つまみがあり,背圧の

人小によって過+トニ仙に設1主できるようになっている｡ポンプ‾

全体の内容桔は鋲めて′トきく,その芥枯はポンプが10恥J､

ダンパが50/ノJである⊂.山二｢HL呈は0.1～3.Oml/min(～500kg/

Cm2),0.1～6.Oml/min(～250kg/cm2)で±1%の精度で送油

することができる｡

2.2 波長可変流動光度計

高速液体クロマトグラフの検出諸芸として現在川いられてい

るのは,水鎚灯を光源としてその253.7nmの輝線スペクトル

を用いて,紫外吸収を検知L,電気的にスケールを拡大して

検出記録するという方式がとられている｡しかLながら,254

nm近付に唄収のない物質では検]_1できないL,峨収の棒大が

254nm以外にある物質では測定波上主の変えられる流動光度計

を糊し､ることによって実際_上検出感度を上げることもできる｡

本装置の光学系統同は,図3に示すとおりである｡重水素放

屯菅又はタンア､ステンランプを光源とL,ダブルビーム分光

光度計による単色光を内径1.5mm,土主さ10mmグ)フローセルに

人射して,その岐光度を拉岳0.02Absorbance Unit Full

Scale:吸光度フルスケ【ル,(以下,AUFSと略す)圭で

スケール拡大し,電乞も的に対数変検して収光度リニアの出力

として記録計に記録させるものである｡測定沌土主は,リニア

カムで作意の波良に設定され､フルスケーールレンジは,0.02～
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図3 波長可変;充動光度計光学系統 検出器の一種である波長可変流

動光度計の光学系統図を示Lたものである｡
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図4 グラジエント装置の原理図
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グラジエント曲線

三角形のチャンバ2個を用いる独

特のグラジエント装直の原王里を示したものである｡

Fig･4 P｢inc【Ple of Gradient Device

2.56AUFSグ)｢召】で8段l掛二切I)換えることができる｡

2.3 グラジエント装置

液体クロマトグラフィの溶離条件を選ぶ重要なものの一一つ

に,溶離液の選択があげられる｡例えば,拉初の溶維液(Sl)

では分離はよいが分析に時桝がかかって,後に溶出されるピ

ークがなだらかとなり,逆に第2のi存離液(S2)のみで一客出す

るとJ‾1しく溶出されるが,分離が十分となる場′ナには,Sl-S2
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表l カラム充填剤 我々が開発Lた高速液体クロマトグラフ用カラム充填剤の一覧表で,アミノ酸,核

酸,糖分析用には従来のイオン交換樹脂がある｡

Tablel Column Packing Mate｢ials

l

名 称 分 離 機 構
1
移 動 相 応 用 例

日立ゲル ♯30】0
l

吸 着 分 配 有 機)容 媒 芳香族化合物,脂)容性ビタミン,ステロイド,医薬品など

l

日立ゲル 生3020 1 吸 着
l
水 溶 液 水溶性ビタミン,核酸関連物質,医薬品.合成着色料など

日立ゲル 丘3030 有 機)容 蝶 多環芳香族化合物,その他羊3018と同じ

日立ゲル♯3040(シリカゲル) 分 配 芳香族化合物,フェノール,クレゾール誘導体など

日立ゲル♯3050(ODS)* / 脂肪,芳香族化合物,ステロイド,抗生物質など

日立イオン交換樹脂士2引0
l
陽イオン交換 緩 衝)夜

l

核酸塩基,ヌクレオシドなど

日立イオン交換樹脂士2632 陰イオン交換
l

ヌクレオチド,食品さ奈加色素,医薬品など

注:*シリカゲル(日立ゲル♯3040)にODS(オクタデシルシラン)を化学結合させた充嘆剤

へ連続的に洛離液を変化させてやると,分離を改良しながら

しかも分析時間も矩締することができる｡このように,ガス

クロマトグラフィの昇比L分析に相当する手法を用いる方言去が

ブラジュントi容維法である｡図4は､我々が朋党したブラジ

エント装置の坂王翌を示すものである｡二つの二三角形のチャン

バ1及び2に､各1春雄;准Sl及びS2を同液位Aの位苗まで入れ

ておく｡ニれを送液ポンプ､て､[吸-Jlすると,l頼子ャンバの溶離

液は同液位で流出するから,AからBに達する閃にi比fナ比は

i沓離液SllOO%から溶離液S2100%に連続的に変化する｡各

チャンバの谷昌二Vl及びV2は,チャンバの位置によって連続的

に変えることができるから,般過の分析条件を選ぶことがで

きる｡またグラシエント旧線は,Convex(_l∴にJ_lり Linear

(直線)Concave(下に凸)の3椎を基本に,三角形のチャン

バの角度を変えることによって作意に設定することができる｡

2.4 カラム充填剤

液体クロマトグラフィのカラム効率を左右する重要な要素

は,いうまでもなくカラム充唄別の性能である｡ニれは現

在極めて多椎類のものが開発されているが,二托々が高速液体

クロマトグラフィ桐として1;一日発したものを表1に寸■馴ナた｡特

に日立ゲル#3000シlトーズのうち#3010は,んb用範囲が極めて

広く,r吸着又は逆相クロマトグラフィ として使用することが

できる｡使用溶喋ほ有様i存株全般であるが,梅性が大きくな

るとゲルが膨潤するので,注意Lなければならないが､カラ

ムに充喝するには,クロマトグラフィに川いる洛離液で胎き潤

させてかウスラり状で充喝するのが般良の方法である｡これ

らの日立ゲルは,多孔質のポリマでできているので,依寸城的

強度が高い｡また拙J空に対しても強いので,高圧下で使用す

ることができる｡また)拉J'-の｢P心までポーラスポIjマででき

ているので,試料益は比較的人量に拭うことができるし,粒

J空分布も球状の粒-f･が細かくよくそろっていて,狭い範囲に

限定されているのでカラム効率が高く,再現性の位れた分析

結果を得ることができる｡

田 応用 例

3.1 ステロイドホルモンの分析

ステロイドホルモンは生〕理的に重要な物官享で,例えば妊婦

の尿lいこは卵胞ホルモンのエストリオールが通常人よりも多

く,診断の一つの目安とされている()従来,ステロイドホル

モンはシリルエーテル誘導体で高音比ガスクロマトグラフィに

ょり分離分析が行なぁれていた(⊃ Lかし,オ､スクロマトグラ

フィは前処理操作が稜雑であるため,その再乳性に問題があ

(
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図5 男性ホルモンの分離における溶離ラ夜の水の影響

水を加えた場合の保持時間の変化を調べた結果である｡

)容離)夜に

Fig.5 Effect of Water on Retention Time of Testosterone

リ,近年直接分析のできる液体クロマトグラフィが注Hされ

ている｡ニニではポーラスポリマである日立ゲル♯3010によ

るステロイドホルモン及びその誘導体の高速液体クロマトグ

ラフィについて検討した｡一

日立ゲル#3010は,スチレンージビニルベンゼン共重†ナ体

で,ステロイドホルモンの分離には水-メタノールナ比イナ†存喋

を移動和_一に用いることにより非常に良い分離惟を示す｡ちな

みに図5はテストステロン及びその誘導体の分離条件のうち,

メタノール移動相中の水の濃度に対する選択性の一例を示し

たものである｡水の濃度が増大するにつれて保持時間は遅れ

る傾向にあるが,分離は非ノ新二よく改善される｡男性ホルモ

ンであるテストステロン及びそのエステル誘導体の分析例は
図6にホすとおりである｡5vol%の水-メタノールi比でナ溶

媒を格幼木‖とLて,約16分で分離が‾吋能:であった｡

同様に卵胞ホルモンであるエストロン及びその誘導体の分

析例は図7に示すとおりである｡また,ここでは格動朴Ⅰにメ

タノールを使用するのみで-ト分に分離が可能であった｡また

図8に示した卵胞ホルモンは15vol%水【メタノール不多動椚

のとき,約12分で完全分維かできた｡副腎皮質に存在し､血

液,尿中に見し､だされる､ヒドロコルナゾンは糖質代謝ホルモ

として強い作用をホし,またそのエステル形のものは,りウ
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図6 男性ホルモンの分析例 男性ホルモンであるテストステロン誘

導体の混合物を日立ゲル♯30柑で分析Lた例で.医薬品の製造工程中に重要な

アセテート,プロピオネート誘導体を,メタノールさ容離液に5%水を加えるこ

とにより分離することができた｡
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図7 エストロン誘導体の分析例 エストロン誘導体の混合物を日立

ゲル♯3010で分析した例で,図6と同様医薬品の製造工程中に現われるアセテ

ート,ベンゾニート誘導体を,メタノールさ容離液で分離できることが分かる｡

Fig.7 Chromatogram of Est｢0ne De｢ivatives
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マナ,皮桝疾ノ乱 アレルギー虹のifT蝶に仙期されている｡州

腎皮質ホルモン3成分の分離を検i汀した純米,図9にホすよ

うに20vol%水-メタノール移動f‖で,約4分で高速分離が

速成された｡【一般にヒドロコルナゾンのように親水北を有す

るステロイドホルモンは.上i立ゲル♯3010にヰヒ較的保持され

ず不多重桝Ljの水の濃度を村人させても溶出は速い｡

3.2 PTH一アミノ酸の分析

たん臼質の一一次構造をi粥べるために,アミノ酸を加水分解

L,そのアミノ酸占秀き詩体を分析する方法がある｡イ掛戊アミ ノ

酸の配列は主にアミノ末端からブ央式三され,DNP(2,4¶ソニ

トロフユニル基)法,ダンシル法,PTH法などがある｡二

れらの‾方ざ去のうちEdman らによって研究されたPTH(3一

フユニルー2-チオヒダントイン)i去は末端から順次アミノ腋

の配列を決定することができ,よく仙川されている｡従来こ

のPTHアミノ酸は専らペMパ【クロマトグラフィや滞層ク

ロマト グラフィによって分析が行なわれていたが,滋三三什な

どに問題があった｡二こではPTH-アミノ酸をトJ立ゲル‡3010

を川いた高速液体クロマトグラフィで検討Lた｡

PTH-アミノ戸唆はアミノ酸とフユニルナオシアネート とJ丈

広させて得られ次のような構造をイrする｡

∈∋一N=CS十R一千H-COOH宅ゴ:畏三頁:【R(フユニルイソナオシアネート) NH2

(アミ ノ酸l
S

〔P T H)

PTH-アミノ酸は紫外部に吸収があり,従来のアミノ2竣自動分

析計のニンヒドリン反応が不要で,そのため,二れに-J占づく分

離効率の低下がなく,良い分維性が柑られるものと考えられる｡
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注:分析条件

カ ラ ム

溶離液

流 量

検出条件

2,1l.D.×500mm

72kg/cm2

日立ゲル‡3010,530c

15%∨/■vH20/MeOH

O.82mJ/min

230nm,0.1AUFS

八
巳
+
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H
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区】8 卵胞ホルモンの分析例 卵胞ホルモンの混合物を日立ゲル♯30柑

で分析した例で,図6及び図7と同様医薬品製造工程で重要な物質の分析が容

易に行なえることが分かる｡

Fig.8 Ch｢OmatOgram Of Estrone
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注:分析条件

カ ラ ム 2_1しD.×500nlm,60kg./Cm2

日立ゲルま3010,60¢c

溶離液 20%∨/v H20/MeOH

流 量1.6mけmln

検出条件 240nm,0.05AUFS

図9 副腎皮質ホルモンの分析例 副腎皮質ホルモンの混合物を日立

ゲル♯3010で分析した例で,ヒドロコルチゾン及びその誘導体を約5分･で高速

分析できることを示Lたものである｡

Fig.9 Ch｢omatog｢am of Ad｢enalCo｢ticalHo｢mone

日立ゲルヰ3010によるPTH-アミノ酸の分離もステロイドホ

ルモンの分離の場舟と同様,移垂州‾1のメタノ”ルに水をi恭加

することにより,伽持時｢靴ま遅れる仰向を示したが,選択性

の改善を図るには有効であった｡PTH-アミノ戸唆は,それぞ

れ,システイン酸,アスパラギン酸,セリン,スレオニン,

グリシン,アラニン,プロリンの順序で溶山し,メタノール

格劫木‖の水の濃度が15vol%で,グルタミン酸,セリン,スレ

オニンのピークが,またグリシンとアラニンのピークが重な

った｡ニれらの分離を改善するためには選択性の改善という

点で,更に移動棚の水の濃度を増大させるとともにカラム効

率の改善という点から,更に微粒十のゲルの過川が必要であ

ると巧▲えられる｡

図川は,PTH-アミノ酸の分析例を示したものであるが,

内径2.1m叫 長さ1mのカラム,15vol%の水一メタノール

移動棚,流速1mJ/min(カラム入口庄75kg/cm2),カラム比L度

500cの条件で,5成分を約12分で分離することができた｡

3.3 核酸関連物質の分析

イオン‾交換クロマトグラフィによる核酸構成成分の分離ブ去

に関してはCohn らの研究をはじめとして数多くの研究がな

されているが,･･般に分析時間が泣いという欠点があった｡

しかし,ニこ2,3年の間に薄膜形(ペリキュラ形)充填剤

や微粒子(～10/ノm)球形イオン交換j封脂が開発され,カラム
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注:分析条件

カ ラ ム

溶離液

流 量

検出条件

2.11皿×500mm

75kg/cm2

日立ゲル王3010,500c

15%∨/vH20/MeOH

l.OmJ/min

240nm,0.1AUFS

0 2 4 (∋ 8 10 12

時 間 (min)

図川 PTHアミノ酸の分析例 従来アミノ酸分析にはイオン交換樹脂で

分離L,ニンヒドリン反応生成物を比色定量していたが,PTH誘導体にするこ

とによって,日立ゲル羊3010で分離L,紫外部240nmの吸収で検出できること

を示した一例である｡

Fig.10 Chromatograph of PTH-Amino Acids

効率の改善とともに分析鴨川も人帖に乍㌔摘Jiされた｡

我々は,核戸唆塩+.㌧の分離で従火の一球形イすン交換脚J旨を仙

別して,主として選択件の政一拝によって浦幌形允唄剤といj等

の件能をだL,且つ帆江で高速分析を可能としたr,

ここでは,2偶の‾‾二角字音昔話から成るグランエントニ装iiノー二を付

1-‾口した,二う配i容維i去によるヌクレオチドの分析結果につい

て述べる｡

図11は5′-CMP,5′-AMP,5'一UMP及び5'-GMPをそれ

ぞれこう配溶離を行なった場合と行なわ‾ない場fナの分離挙動

を示したものである｡(a)の食塩濃度が低い場合は,4わl三1分は

完全に分離するが,分析時間は40分と長時間を要する｡また

(b)の食塩濃度が高いときは溶出は促進されるが,5■-CMPと

5′-AMP及び5'-UMPと5′-GMPのピークは重なり分離は良

くない｡ここで(a)の移動棚から(b)の移動棚へ直線二う配で溶

離すると(c)に示すように,4成分は完全に分離でき,しかも

分析時間も12分に短縮することが可能である｡

このような,ヌクレオチドの分離など時間を要する分析の

高速化に,こう配i容離i去が非′削二有効であることが分かる｡

】司様に図12は5'-AMP,5■-UMP,5'-IMP,5'-ADP及

び5′-ATPを図‖(c)と同じ直線こう配で分析した例を示した

ものである｡6成分を約20分で高速分維することができ,従

来の分析法に比較して飛躍的な進歩がうかがえる｡
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(カ5'-CMP

②5′′′AMP

③5′-UMP

(動5′一GMP

④

③

仁)

②

8 16 24 32 40

時 間(min)

(a)溶離液S-のデータ

①

①十(さ

③

④

+__+._

0 4

時 間(min)

(b)溶離液S2のデータ

注:分析条件

カラム 2.1‡.D.×5〔拍mm

45kg/cm2

日立イオン交換樹脂

ゴ2632,700c

溶離液(Sl)0.01MNaC】

5×103NHCl

(Sz)0.2MNaCl
2NHCl

② ③

④

0 4 8 12 流 量1.OmJ/mn

時 間(min) 検出条件254∩醐･16A〕FS

(c)SlからS2へのグラジエント

図Il一般ラ容離及びこう配溶離における核酸の分離挙動(a)溶離液(Sl),(b)i容離液(S2),(c)(Sl)から

(S2)へのりニアグラジエント ニう配溶離法の有効性について示Lた例である｡すなわち,(a)では分析に時間

がかかりすぎ,(b)では分析時間は短縮されるが,分離が不十分である｡(c)はこれらを一挙に解決した手法であることが

分かる｡

Fig･llSeparation State of Nucleotidesi=One-SteP and Gradie=t Elutio=

ロ 結 言

液体クロマトグラフィは,ガスクロマトグラフィに比較し

て特■に生体試料など不安定化合物の分析に有利で,生化学や

臨J末化学など,ライフサイエンスにおけるj肝究の有力な武器

となり得るものである｡本稿では,二れら生体成分の高速i夜

体クロマトグラフィへのJ芯用例とLて,カラム充項剤とLて

日立ゲル荘3010によるステロイドホルモンやPTHアミノ酸な

どの分離について検討した結果を報告した｡日立ゲル羊3010

は,移動相のメタノ【ルに水をi恭加することによって,ピー

クの分離を改善することができることから,ゲル上にメタノ

ール液相が生成され,水の濃度が増大するに従って溶解度の

大きいメタノール液相へ溶質が分配されやすくなり,保持時

間が遅れるものと考えられる｡今後は,カラム効率を更に向

上させて分析時間を更に如くするため,カラムの構造や充填

剤の改良,溶離条件設定の研究が続けられるべきであろう｡

また検出感度を上げるために,例えばけい光を発する物質の

検出には,けい光光度計を用いることによって,紫外吸収法

の数十倍から100倍の感度向.._トニが期待できる｡

このように液体クロマトグラフィは,高圧ポンプや高感度

検出器などの開発によって,従来時間がかかるというイメー

ジから脱してガスクロマトグラフィに近づきつつある｡液体
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丑 のヒポキサンチン

②5′AMP

③5′uMP
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⑤5-ADP

⑥5FATP
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(卦
⑤

⑥

0 4 8 12 16 20

時 間(min)

注:分析条件は,図11と同いこつき省略

図I2 ヌクレオチドの分析例

図11の(c)の分析条件で示Lた有効な手

法を用いて,従来約l時間を要Lたヌク

レオチド)昆合物を20分に短縮されたこ

とが分かる｡

Fig.12 Chromatogram of

Nucleotides

クロマトグラフィの/卜一つの大きな特長は,試料の前処理が

不要なこと,非破壊で調製分取が容易にできるということで

あI),分析用の液体クロマトグラフィ と同様に大量の試料を

分離できる調製分収用の高速ブ夜体クロマトグラフィの利用さ

れる日も間近いものと期待される｡
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