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High Efficiency HPLC Separation using Monolithic Silica Columns.

モノリス型シリカカラムによる HPLCの
高性能化

HPLCにおいて，一般に使用されている粒子充型カラムより高い分離能力をも
たらすモノリス型シリカカラムの構造，性能，ならびにそれが可能とする高性能分離

について紹介する。

木 村 宏， 池 上 亨， 田 中 信 男

1 は じ め に

高速液体クロマトグラフィー（HPLC）は，幅広い分

野で応用されてきたが，近年，質量分析計（MS）と組

み合わせてプロテオーム解析やメタボローム解析など，

とくに高度な分離を要求される分野において広く用いら

れている。高性能分離分析法としては，ほかにガスクロ

マトグラフィー（GC），キャピラリー電気泳動（CE）

などが挙げられる。HPLCはこれらの分離分析法より

広く適用可能であると考えられるが，その分離能力はほ

かの分離法に比べて一般的に低い。これは，高性能化を

可能とする微粒子充カラムが高い送液圧力を必要とす

るという，粒子充型カラムの構造に付随する限界によ

る。

この限界を超えて HPLCの分離能力を飛躍的に増大

させる手段としてキャピラリー電気クロマトグラフィー

（CEC）や超高圧液体クロマトグラフィー（UPLC）が

開発されている。CECについては，1990年代からの研

究にもかかわらず日常的な応用例は少ない。UPLCに

ついては，非常に高性能の機器とカラムが最近市販され

始めた。1000気圧に上る圧力を用いる UPLCの実際的

な分離能力と操作性に大きな興味がもたれる。一方，モ

ノリス型シリカカラムは全く異なるカラム構造を用い

て，圧力と性能との関連において粒子充型の限界を超

える性能を示す。ここでは，HPLCにおいて高い分離

能力をもたらすモノリス型シリカカラムの構造，性能，

ならびにそれが可能とする高性能分離について紹介する。

2 モノリス型シリカカラムの構造

モノリス型シリカカラムは，従来までのシリカ粒子充

型カラムと異なり三次元ネットワーク状の骨格とその

空
くう

隙
げき

（流路，マクロポア，スルーポアなどと表現される）

が一体となった構造を持つ1)。骨格サイズと流路サイズ

は独立して制御可能で，粒子充型カラムと比較して大

きな流路により低圧での送液が可能であり，同時にその

細い骨格により同等以上の性能を示すことも可能であ

る。また，カラムが一体型でフリットが不要であり，均

一溶液から高性能キャピラリーカラムの作製が容易であ

ることも利点である。

モノリス型シリカカラムの構造上の特徴は，その調製

法に由来する。モノリス型シリカの流路と骨格の共連続

構造は，アルコキシシランとポリエチレングリコール

（PEG）の酢酸水溶液中，スピノーダル分解に基づく相

分離により生成する過渡的な秩序構造が，ゾルゲル転

移を伴う有機シランの加水分解重縮合反応により凍結

されてつくられる1)。流路径は 0.5～10 nm，シリカ骨

格に存在するメゾポアは 10～30 nmの範囲で独立して

制御することが可能である。一般 HPLC用（ロッドタ

イプ）のモノリス型シリカカラムは，試験管中において

有機シラン（テトラメトキシシランTMOS）から形

成される｛式( 1 )～( 3）｝。相分離の速度や，重縮合に

よる凍結速度を変化させることによりモノリス構造を変

化させることが可能であり1)～4)，それによりカラムとし

ての性能が変化する。

Si(OR)4＋ H2O→ Si(OH)(OR)3＋ ROH

……( 1 )

SiOH＋ SiOH→ SiOSi＋ H2O . . . . . . .( 2 )

SiOH＋ SiOR→ SiOSi＋ ROH . . . . . .( 3 )

モノリス型シリカが形成された後，アンモニア処理に

よりシリカ骨格にメゾポアを作製する。つまり，モノリ

ス型シリカの流路はスピノーダル分解に基づくゾルゲ

ル転移により形成され，メゾポアはアンモニア処理にて

調製されるので，これらは独立して制御することが可能

となる。その後，熱処理により強度を持たせ，これを

PEEK樹脂にてコート（Clad）することにより，シリ
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図 1 試験管中で TMOSから調製されたモノリス型シリカの SEM (a)と TMOSとMTMS混合物から
調製されたハイブリッド型モノリス型シリカカラム 200 mm I.D. (b)

カロッドカラムとして完成する。市販のシリカロッドカ

ラムは，約 2 nmの流路，約 1.5 nmのシリカ骨格から

なり，骨格中に平均 13 nmの細孔が存在している。

キャピラリー中のモノリス型シリカは，TMOSと

PEGの酢酸水溶液をキャピラリーに注入して，管壁と

結合された状態で調製される5)6)。しかし，シリカロッ

ドの調製と大きく異なる点がある。ロッドタイプのカラ

ムはシリカ連続体を調製後，PEEK樹脂による Cladで

完成されるので，重合や熱処理によるモノリスシリカの

収縮は大きな問題とはならない。しかし，キャピラリー

中での調製においては，モノリスシリカが収縮により

キャピラリー壁面から剥
は

がれると致命的な性能低下をも

たらす。TMOSから調製されるモノリス型シリカカラ

ムは，内径 100 nm以下のキャピラリー中で調製が可能

である。一方，4官能性シラン（TMOS）と 3官能性シ

ラン（メチルトリメトキシシランMTMS）の混合シ

ラン溶液から調製されるハイブリッドモノリス型シリカ

カラムは，キャピラリー内径 500 nmのものまで調製が

可能となっている。

3 モノリス型シリカカラムの特性―送液圧

力，透過率，カラム性能

図 1にモノリスカラムの走査型電子顕微鏡（SEM）

写真を示す4)5)。モノリス型シリカカラムは，粒子充

型カラムよりも大きな流路径を持つことにより低圧での

送液が可能となる。一般的に粒子充型カラム内の（流

路サイズ)/(骨格サイズ）比が 0.25～0.4であるのに対

し，モノリス型シリカカラムにおいては（流路サイズ)/

(骨格サイズ）比＝1～3，市販されているシリカロッド

カラムでは約 1.3，キャピラリーカラムでは 2～3であ

る。流路サイズと骨格サイズの和（ドメインサイズ）を

変化させることにより，カラムの性能と透過率（K）

を変化させることができる。透過率 Kは，式( 4 )のよ

うに表され，一般的な 5 nmのシリカ粒子充カラムに

おいて 4×10－14 m2である。モノリス型シリカカラムに

おいて，透過率は 8×10－14 m2～130×10－14 m2であ

る5)6)。大きな流路サイズは大きな透過率，低圧送液を

可能とするが，同時に移動相中での試料バンドの拡
ひろ

がり

が大きいことも意味する。

K＝ uhL/DP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .( 4 )

HPLCによる分離は，溶質の固定相への分配の差が

カラム内の移動速度の差をもたらすことにより達成され

る。ここで，分離度 RSは，溶質の固定相移動相間の

分配係数 k｛式( 5）カラム内で溶質が固定相に存在す

る時間，tR－t0と移動相に存在する時間，t0との比｝，

選択性を表す a｛式( 6）隣り合うピークの分配係数の

比｝及びカラムの理論段数（N）により表される｛式

( 7）｝。大きな N, k及び aがより良い分離に寄与する。

k＝ (tR－ t0)/t0 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .( 5 )

a＝ k2/k1
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .( 6 )

Rs＝ ( N/4)[（a－ 1)/a][k/(1＋ k）] . . . .( 7 )

HPLCカラムの性能を表す Nは，ピークの溶出時間

（tR）とピーク幅（半値幅 tW1/2＝2.35s，ピーク幅 tW＝

4s, sはガウス分布の標準偏差）から式( 8 )により計算

される。最適条件下でカラムの与える Nは，カラムに

充されている粒子の大きさ（dp）にほぼ反比例する。

ある粒子径のカラム（長さL）により得られる Nには

限界があり，粒子径 5 nm, 15 cmカラムが 10000～

15000段を与える。HPLCにおける粒子充型カラム

の理論段高｛H式( 9）｝は Giddingsにより，式(10)

のような線速度（u）及び粒子径（dp）依存性を持つと

されている。dpは充剤粒子径を表しており，モノリ

ス型シリカカラムの場合は，ドメインサイズ（骨格サイ

ズ＋流路サイズ）が考慮される3)7)8)。
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N＝ (tR/s)2＝ 5.54(tR/tw1/2)2＝ 16(tR/tw)2

……( 8 )

H＝ s2/L＝ L/N . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .( 9 )

H＝ 1/[(1/Cedp)＋ (Dm/Cmd 2
p u)]

＋ CdDm/u＋ Csmd 2
p u/Dm

. . . . . . . . . . . . . . . . . .(10)

DP＝ qhuL/d 2
p , (u＝ L/t0) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .(11)

Nの増加は，カラム長の増加や小さな粒子径の充

剤の使用で達成されてきた。しかし，粒子径を小さくす

ることにより，カラム送液に必要となる圧力は，2乗に

反比例して大きくなる｛式(11）｝。したがって，小さな

粒子の使用により高性能を得る手法は，ポンプの圧力限

界（通常 300～400 bar，常用圧力 100～200 bar）によ

り，実用的には 5 nmあるいは 3 nmで限界となってい

る。モノリス型シリカカラムにおいては，小さなシリカ

骨格が高性能に寄与しており，低いカラム圧力と併せて

総合的に粒子充型カラムより高性能分離を達成する。

移動相線速度による理論段高 Hの変化（van Deem-

terプロット）は，カラム性能に最適な移動相線速度が

存在することを示す5)。高い送液圧力を必要とする粒子

充型カラム（dp＝5 nm）と比較して，モノリス型シ

リカカラムは，高速領域における性能の低下が小さい。

これはシリカ骨格径が小さいため，溶質が固定相に分配

されるときに起こる移動相中の溶質からの遅れによるバ

ンド拡がり（第 3項の寄与）が小さいことによる。

モノリス型シリカカラムを用いることにより可能に

なったことは，次の点である 低圧送液， 長い

キャピラリーカラムの作製， 高速操作と高性能分離

の両立， 長いカラムにより高理論段数の発現， 高

性能の担体の提供と，表面化学修飾による高理論段数を

発現するカラムの調製。

Tallarekらは粒子充型カラムと市販モノリス型シ

リカカラム（骨格径＝約 1.5 nm，流路＝約 2 nm）の軸

方向の分散について流体力学的比較と，試料負荷量の検

討を行った7)。モノリス型シリカカラムは，同粒子径の

粒子充型カラムに比較してシリカ量は約 1/3倍であ

るが，モノリスシリカ内の空隙率は粒子内に比べて大き

いため，総合的に試料負荷量は粒子充型カラムの

0.64倍程度にしか低下しないと報告している。また，

バンド拡がりについて粒子充型における dp＝3.5 nm

相当としている。

Miyabeらは，モーメント解析法を適用して，モノリ

スカラム内における試料物質の保持挙動や物質移動現象

を解析した8)。約 80～90の試料分子が表面拡散に

よってモノリス固定相内を移動しており，固定相内の物

質移動に対して表面拡散が重要な役割を果たしているこ

とを明らかにした。また，モノリスカラムと球状粒子充

カラムのクロマトグラフィー挙動を比較して，シリカ

ロッドモノリスの相当粒子径を約 4 nmとしている。

4 モノリス型シリカキャピラリーカラム

一定量の試料を注入して分析を行う場合，一定長さ，

一定性能のカラムを通過した後のバンド拡がり（ピーク

幅）を同等と仮定すれば，試料の希釈率はカラム内径の

2乗に反比例する。したがって，極微量の試料を分析す

る場合，サンプル量に応じてカラム径を選択することに

より検出感度の改善が期待される。1970～80年代にミ

クロ HPLCに関する先駆的な成果が報告されてい

る9)～11)。ここで注意しなければならないことは，カラ

ムをミクロ化する場合，分析システム全体をミクロ化す

る必要があることである。定性分析，定量分析に 10 nL

～100 nL/minの安定した流量を維持できる高性能微量

ポンプが必要であるが，汎
はん

用
よう

ポンプから送液をスプリッ

トすることにより安定した流量を得ることが可能であ

る12)。また，極微量のサンプル体積を注入できるイン

ジェクターやオンカラム UV検出が，性能の維持に有

効であると考えられる。

長さ 25 cm, 200 nm I.D.カラム（内容積 8 nL）にイ

ンジェクターから試料溶液 10～20 nLを注入した場

合，保持の小さな溶質に対して Nが 50以上低下する

ことがある。100 nm I.D.のカラムにおいてはさらに影

響が大きい。この程度の試料体積のバルブ注入による性

能低下は，スプリット注入や溶出力の弱い試料溶媒の使

用により軽減できる。また，注入体積がカラムに対して

大量である場合でもグラジエント溶出によるサンプルの

濃縮により，この問題を解決できる場合もある。逆相

モードの場合，試料は水系溶媒に溶解していることが望

ましい。プロテオーム解析やメタボローム解析において

は多くの場合，グラジエント溶出による濃縮によりサン

プル注入量の問題を解決している13)。

キャピラリーモノリスカラムの評価においては，カラ

ムをインジェクターに直接接続してスプリット注

入5)6)12)を行い，1～5 nLの試料から 1～10 nLを注入し

ている。また，オンカラム検出を行い，ゼロデッドボ

リュームシステムとして測定している。ここで N/DP

（カラム圧力）と N/t0および h（溶媒粘度）の積の逆数

をとったセパレーションインピーダンス（E）が総合的

なカラム性能の指標となる｛式(12）｝。図 2は，移動相

線速度に対するセパレーションインピーダンスのプロッ

トであり，低圧送液が可能なモノリス型シリカキャピラ

リーカラムMS(50)Aは，総合的な性能において粒子

充型カラムより一桁
けた

近く高い性能をもたらしうること

を示している。

E＝ DPt0/hN2＝ (DP/N)(t0/N)(1/h)＝ H2/K

……(12)
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図 2 モノリス型シリカカラムの総合的な性能

5 モノリス型シリカカラムの性能の限界と短

所

モノリス型シリカカラムの短所としては，シリカカラ

ムと化学修飾の過程を含む個別の調製の煩雑さ，厳密な

再現性を得ることの困難さ，及び空隙率が大きく試料の

負荷量と保持容量が小さいことなどが挙げられる。モノ

リス型シリカキャピラリーカラムの調製においては，k

値に±5程度のばらつきが見られる。また，CECに

おいて電気浸透流が遅いことは，シリカが高純度である

ことによる。

クロマトグラフィーシステムの性能限界を比較する

log(t0/N）と log(N）とのプロットにおいて14)，高速

分離に対応する領域，例えば t0＝10 sで N＝10000を発

現する場合においては，モノリス型シリカカラムの性能

と粒子充型カラムの性能は非常に近い。さらに，高速

領域での粒子充型カラムの性能限界に相当するモノリ

ス型シリカカラムは，まだ調製されていない。モノリス

型シリカカラムの大きな流路とネットワーク構造の不均

一性がもたらす移動相中のバンド拡がりが，この領域に

おける性能を支配していると考えられる。Vervoortら

は，コンピュータ上で均一なモノリス型シリカ構造を作

製し，流体力学からバンド拡がりをシミュレーションし

た15)。その中で，モノリス型シリカカラムはさらなる

均一性を持つことにより，性能の向上が期待されると報

告している。

6 モノリス型シリカカラムの表面修飾

モノリス型シリカカラムは 1本ずつ調製されるの

で，オンカラム反応に付随する困難があり，また再現性

が問題となる場合がある。しかし，高性能の担体がカラ

ムとなった状態として調製されるので，化学修飾後，粒

子をカラムに充する過程なしに，機能化された高性能

のカラムを得ることができる利点もある。内径 200

nm，長さ 1 mのキャピラリー中モノリスシリカに存在

するシラノール基量は約 18 nmolであり，必要となる

試薬，反応溶液は少量である。モノリス型シリカカラム

の表面修飾方法には， モノリスシリカを表面修飾し

た後，Cladによりカラム形成を行うバッチ修飾法と，

 Cladされたモノリス型シリカカラムあるいはキャピ

ラリーカラムに反応溶液を送液することにより，表面修

飾を行うオンカラム修飾法とがある。後者は，高性能カ

ラムの充法開発が困難であった固定相を結合した粒

子，とくにキラル分離用カラムに対して有利である。現

在市販されている逆相 HPLC用 C18型固定相のほか，

今後種々の固定相による機能化が行われるものと考えら

れる。

Lubdaらは，bシクロデキストリン（CD）をシリカ

ロッドカラムに表面修飾した16)。その中で，アミノプ

ロピルシランによるバッチ修飾法とオンカラム修飾法と

の比較を行い，後者を採用して得られた bCDモノリ

ス型シリカカラムにより高速キラル分離を達成してい

る。そのほかに，tertブチルカルバモイルキニンを修

飾したシリカロッドカラムを 6本連結し，カラム長を

60 cmとして高速分離を達成している17)。同様に

Chankvetadzeらは，セルロース誘導体を結合して，

ロッドカラム及びキャピラリーカラムにおいて高速キラ

ル分離を可能としている18)19)。Chenらは，モノリス型

シリカキャピラリーカラムにスペーサーを修飾し，キラ

ルセレクターとしてアミノ酸誘導体などを結合させるこ

とによりキラル固定相を得ている20)21)。Liuらは，モノ

リス型シリカキャピラリーカラムにアビジンを吸着によ

り固定化し22)，HPLCにおいて 66000段/m，CECにお

いて 122000段/mの性能を発現している。Ikegamiら

は，未修飾 bCD，メチル化 bCD，及びフェニルカル

バモイル化 bCDをモノリス型シリカキャピラリーカ

ラムに修飾して，HPLCにおいてカラム長 29 cmで N

＝33000段を発現している23)。

Katoらは，シリカモノリスカラムの調製時に，ウシ

血清アルブミンまたはオボムコイドを加えてゲル化する

ことにより，タンパク質をシリカ内にカプセル化して，

キラル分離能を有するモノリス型シリカカラムを調製し

ている24)。タンパク質導入量と分離能の検討を行い，

CECにより 72000段/mを発現している。Katoらはま

た，トリプシン固定化リアクターを調製し，オンライン



580580 ぶんせき  

図 3 ポリペプチドに対するシリカモノリスカラムと粒子充型カラムの分離比較

反応を可能としている。これらの例は，このタイプのカ

ラムの新しい調製法，機能化法を示している25)。

ODS型モノリスカラムを修飾した例として，Xuら

は，ラウリル硫酸リチウム水溶液を送液することにより

コートした C18型シリカロッドカラムを用いて，水素

イオン，マグネシウムイオン，及びカルシウムイオンの

高速分離を達成している26)。

7 モノリス型シリカカラムによる高速分離と

ピークキャパシティの増大

高速分離を可能とするモノリス型シリカカラムは，と

くにMSと組み合わせたハイスループット分析におい

て非常に有効であると考えられる。Volmerらは，シリ

カロッドモノリスカラムを用いて，大気圧化学イオン化

法による検出を行い 1～8 mL/minにより検出感度，分

離性能の比較を行っている27)。8 mL/minにおいても大

きな感度の低下はなく，30秒で azaspiracid biotoxins

の高性能分離を達成している。

Dengらは，自動ウェルプレート処理装置に代わるシ

ステムを，4本のシリカロッドモノリスカラムを並列に

用いることにより構築している。1サイクルを 2分で終

了することにより，10時間で 96試料のウェルプレート

12枚に相当する試料を処理したと報告している28)。

Leinweberらは，モノリス型シリカキャピラリーカラ

ム，及び 5 nmまたは 10 nm粒子充型キャピラリーカ

ラム（カラム長 10 cm）において，高速でのペプチドス

クリーニングを検討した29)。システム限界圧力 320 bar

において送液し，同じグラジエント時間における分析を

行っている。その結果，高流速でのグラジエント分離が

有効であり，その中でもモノリス型シリカカラムは最も

良い分離を示したことを報告している。このようにモノ

リス型シリカカラムの使用により，分析時間を大幅に短

縮することが可能であり，生産性の向上を図ることがで

きる。

モノリス型シリカカラムは，ポリペプチドなどの巨大

分子の分離においても有利である30)。モノリス型シリ
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図 4 30～90 cmのハイブリッドモノリス型 C18キャピラリーカラムによるシロイヌナズナ葉抽出物の
分離

カカラムの小さな骨格径が分離能に大きく寄与している

ことは前述したとおりであるが，巨大分子のように細孔

内で拡散速度が小さいような試料に対しては，その寄与

はさらに大きくなる。図 3に，シリカロッドカラムを

用いてポリペプチドを分離したクロマトグラムを示す。

この比較は，流速（F )×グラジエント時間（tG)＝グラ

ジエント体積（VG）一定で行った比較であるが，骨格

径が小さなモノリス型シリカカラムにおいてはバンド拡

がりが小さく，短い tGにおいても良い分離を示し，分

析時間の短縮が可能である。粒子充型カラムにおいて

もバンド拡がりの寄与を小さくするために，細孔を持た

ない非多孔性シリカ粒子により改善が図られているが，

表面積が小さいので試料保持能が減少し，試料の負荷量

も減少する。

モノリス型シリカキャピラリーカラムは，必要とする

サンプル量が極微量（1～50 nL）であるので，LC/MS

における貴重試料の解析に向いているだけでなく，フ

リットレスであるため，その取り扱いが非常に簡便であ

る。また，従来以上の低圧送液が可能なことにより長い

カラムを使用して，その分離能を上げることも可能であ

る。

図 4に，30 cm～90 cmの C18基修飾ハイブリッドモ

ノリス型シリカキャピラリーカラムによるシロイヌナズ

ナ細胞抽出液のアセトニトリルグラジエント LC/ESI

MSの結果を示す31)。ゆるやかなグラジエント溶出（大

きな tG）を用いて，より長いカラムを使用することに

より，分離が大きく改善されている。同時にMS検出

においても改善が見られる。MS検出において，イオン

化されやすい試料とイオン化されにくい試料が同時に溶

出した場合，イオン化されにくい試料はイオン化されず

に検出されない場合がある。MS検出の前段階において

試料を可能な限り分離しておくことはMS解析におい

て重要であり，カラム長を増加させて分離能を増加させ

るアプローチは理解しやすいものである。
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図 5 単純 2DHPLCによる炭化水素およびベンゼン誘導体混合物の分離35)（1stDおよび 2ndDの
クロマトグラム）

8 二次元 HPLC

数百から数千という膨大な数の物質を含む試料を網羅

的に解析することが LC/MSにおいて求められている。

この程度の分離を一段階のクロマトグラフィーで達成す

ることは現実的に不可能であると考えられる。これを短

時間で達成しようとする一つの方法が二次元（2D)

HPLCである。一分析で完全分離（RS＝1）することが

できる最大のピーク数をピークキャパシティ｛PC，式

(13）｝という。t1, tRはそれぞれ最初のピークと最後の

ピークの溶出時間である。PCはクロマトグラフィー系

が潜在的にどの程度の分離能力を持つかを示すものであ

り，分離システムの性能評価の指標として用いられる。

n＝ 1＋ ( N/4)ln(tR/t1) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .(13)

n2DHPLC＝ n1stD･n2ndD
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .(14)

超臨界流体クロマトグラフィーや UPLCにおいては，

1時間で PC＝300を得ることが可能である32)。HPLC

の場合，PC＝100～200を発現する。複数のクロマトグ

ラフィー系を組み合わせた場合，全体の PCは原理的に

は，各クロマトグラフィー系の PCの積で表される｛式

(14）｝。完全 2DHPLCの実現には高速分離が課題であ

る。これは，第一次元（1stD）分離からのフラクショ

ンをすべて第二次元（2ndD）で分離するために，

2ndDに非常に速い分離法が要求されるからである。

通常，1stDと 2ndDは異なる分離原理を使用する。

Jiaらはモノリス型シリカキャピラリーカラムを用いる

HPLCを 1stDとして，2ndDの CEと接続した例を

報告している33)。プロテオーム解析においては，イオ

ン交換クロマトグラフィーによりいくつかの分画に分け

た後，各分画の濃縮を経て逆相 HPLCにより精密分離

することが一般的である。イオン交換型固定相は速い分

離には適していないので，1stDにおいて長いグラジエ

ントを用いて溶出される。2DHPLCにおける主な PC

は逆相モードによってもたらされる。粒子充型カラム

を超高速で使用するのは性能と圧力において困難である

場合が多いので，2ndDには複数のカラムが使用され

る場合が多い。Ungerらは 1stDにイオン交換，2nd

Dに非多孔性の C18型粒子充カラムを 4本用いるこ

とにより，PC＝3000/96 minという高性能システムを

報告している34)。

モノリス型シリカカラムが高流速で使用でき，高速領

域での性能低下が小さい点は，2DHPLCに非常に適

している。2ndDにモノリス型シリカカラムを使用し

た 2DHPLCの一例を示す。図 5は，フッ化アルキル

基（FR）結合シリカ粒子充型 1stDカラム（4.6 mm
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図 6 逆相 2DHPLCによる炭化水素およびベンゼン誘導体
混合物分離の二次元クロマトグラム（図 5の 2ndDク
ロマトグラムから再構成）

I.D., 150 mm）を短い C18結合モノリス型高速 2ndD

カラム（4.6 mm I.D., 30 mm）と結合し，単純に 1stD

の溶出液を 2ndDのインジェクターループに導入する

ことにより，逆相モードにおいて 2DHPLCを行うス

キームとその結果である35)。1stD分画の 2ndDへの

注入を 30秒間隔とし，28秒間ループにロードし，2秒

間注入する最も単純な 2DHPLCを達成している。図

5において 1stD分離後，30秒の分画に多くの溶質が

共存しているが，次の 30秒間で 2ndDにおいていく

つかのピークに分離されている。2ndDのクロマトグ

ラムを 1stDの時間軸に対してプロットすると，二次

元クロマトグラムが得られる（図 6）。

モノリス型シリカカラムは，移動相線速度 10 mm/s

の高流速に耐え，2ndDにおける 30秒の分析で PC＝

17をもたらした。1stDの PCは約 60であり，2D

HPLCの最大 PCは約 1000と計算される。溶質の構造

によって一群の溶出位置となり，2DGCと同様，2D

HPLCは混合物の分離とともに溶質の構造に関する情

報をもたらす。この場合，フッ化アルキル基を持つ FR

固定相においては溶質の分極率の小ささが保持に寄与し，

C18固定相においては溶質の疎水性と分極率の大きさ

が大きな寄与をすることにより，二次元分離が可能と

なっている。2DHPLCは，そのシステムの分解能の

高さ，システムの自動化，MSへの接続の可能性，そし

て分析時間の短縮といった利点を持つ。現在，開発が行

われおり，近い将来複雑な試料に対する LC/MS標準シ

ステムになる可能性がある。

9 お わ り に

モノリス型シリカカラムの使用により，従来，不可能

であった高速あるいは高性能分離が達成できる例が報告

されている。モノリス型シリカカラムは，従来の

HPLCカラムの概念を超えた形状と使用法で広く適用

されるものと思われる。同時に低圧力，高速ではある

が，カラム長あたりの高性能を達成することは容易でな

いというモノリス型シリカカラムの性能の限界も明らか

となってきた。カラム内の空隙率を調整することにより

高性能化が可能となることが示され，新しい内部構造の

モノリス型分離媒体の開発とともに，このタイプのカラ

ムの UPLC, CECあるいは SFCへの適用により，一層

の高性能分離が可能となることを期待したい。
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