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主論文の要旨

題名ミクロ高速液体クロマトグラフィーの開発と応用欄する研究

氏名 竹内豊英
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高速液体クロマトグラフィーは高位鴨微粒子充てん剤及び高性能高圧ボン7'

の開発､並びに周辺技術の発展により非常に進歩し､医学､薬学､生化学､環

境化学など様々な分野で利用きれてきている｡高速汲体クロマトグラフィーが
●

登場したころ(1969年)､ r無限大内径｣という概念が提唱され､分馳カラムサ

イズ及び充てん剤粒子径は溶質がカラム内を移動する際にカラム内壁に達しな

いように設計しないと良好な分離が達成されず､ 2m以下の内径をもつカラム

では良好な結果が得られないとされていた｡

2m以下の内径をもつカラムにおける性能の低下はカラム外での溶質の広が

りの効果によるものと考え､内径0.5…以下のミクロ充てんカラムを用いても

カラム性能が低下しないことを実証することから卒研兜が始まった｡高速肢体

クロマトグラフィーを微小化する上､ (1)移動相､固定相の使用量が減少する､

(2)マス感度が増加する､ (3)質量分析計などへの凍撹が容易になるなどの有用

性が生まれる｡これらを達成するためには､低流量達観法､微量試料注入法､

高性髄ミタt)分馳カラムの調製､微小体鞭検出法､デッドポl)ユームの小さい

連枯方法､訊料前処理法の開発が必要である｡一方､中空キ十ビラ]I-カラム

を用いるUスタロマトグラフイ-が叔近多くの分野で活用きれてきている｡こ

の種のカラムは充てんカラムと比牧して透過性が商いので､単位時間,単位圧

力損失あたりに得られる理論段数が大きく､複雑な多成分混合物の分析に威力

を発揮している｡級体クロマトグラフィーにおいてもこのような中空キャヒラ

リーカラムの適用が考えられ､その開発が期待されてきた｡本論文の弟1編は

充てんカラムを用いるミクロ高速汲体クロマトグラフィーの開発とその応用に

関する研兜をまとめたもので､解2編は級体クロマトグラフィーにおける中空

キャヒラリーカラムの利用に関する研究をまとめたものである｡

的1編はr充てんカラムを用いるミクロ高速級体クロマトグラフィー｣と僅し
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9辛からなる｡内径0.1-0.35州の充てんオラムを用いる高速液体クロマトグラ

フィーの開発における装置上の問題点や高性能のために解決すべき問題点並び

に応用に関する研究をまとめたものである｡

弟1章はミタTlユカラムを固定相の状態やサイズによって轍別し､通常の高速

液体クロマトグラフィーで用いられているカラムと比牧し,本研究の目的及び

特色を論じた｡

窮2草はミクロ高速液体タロマトグラフの開発とその性能について論じ､移

動相の低流量送級法､微量執料注入法,分馳カラムの調製法､検出法及びカラ

ム材質の影響について個々に議論した. 0.1F, l以下の微小体積の銑料の注入法

並びに検出法､ 1pI/ninレベルでの精度よい移動相の達観法を開発した｡また､

フューズドシ])カ管をカラム材質として利用することによって､非常に高性能

を分離カラムか調製できることを示した｡

弟3革は高分離能分析のための長いミクロ充てんカラムの調製法とその性能

について論じた｡カラム内径が小きくなることによってカラム内の温度の均一

性がよくなり､多流路拡散の影響が小さくなることによってカラム艮に比例し

た理論段数が達成できるきことを示した｡▲サイズ排除モードでは長さ4mのカラ

ムで約20万段､逸相タロマt'グラフイ-では1.5他のカラムで灼10万段の理論段

数が達成され,複雑な混合物の分析に応用できた.

解4革は従来のバッチ式の抽出や浪縮などの前処理に代わる方法として内径

0.2m,長さ1ctn程度のミクロプレカラムを用いる方法がミクロ高速汲体タt)マ

トグラフイ-では有用であることを論じ､濃縮体積変化や濃度変化に伴うビー

タ商の変化を調べた.この方法は特に生体試料や環境試料などの微量分析に有

効であることを示した｡

窮15革はこう配溶触法について論じており､ミクロ高速級体タt)マトグラフ
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ィ-では通常の溶媒こう配溶離をはじめ､温度こう配溶離も有効であることを

示した｡後者はミクロカラムの熱容量が小きく熟伝達が迷いことによった｡溶

披こう配溶馳は､階段状に組成を変える方法と連続的に組成を変える方法につ

いて検討した｡
●

窮6革はミクロ高速級体タロマトグラフによる超高速分離を行う際の問題点

について議論した.小さな粒子棲(3-5FLtA)の充てん剤を詰めた短い(5-10c帆)カ

ラムを用いることによって､ 1分で10成分敷程度の分離が可髄なことを示し､

低沌量で起高速分馳を達成できることを示し､不安定化字種の分析や工程管理

または臨床化学におけるルーチン分析などに有効であることを拍摘した｡

妨7革はミタ..El高速液体タロマトグラフ全体の耐圧性を改零することによっ

て通常移動相として使用されることのないプロパンやジメチルエーテルなどの

低沸点級体を移動相として用いることができ､低粘性移動相の利用により高性

能分離が得られることを示した｡

筋8革は更に装置の耐圧性を改苛することによって二酸化炭素を移動相とす

る肢体クロマトグラフィーや起隔界流体クロマトグラフィーにも効果的に応用

できることを示し､その利点を明らかにした｡ミクロ高速液体タロマトグラフ

はこのような低沸点移動相を■も安全かつ容易に取り扱えることを示した｡また､

二酸化炭素を移動相とすると迅速分馳が可能なことも示した｡

筋9章はここで開発したミクロ商連液体タロマトグラフによって､血暗中胆

汁酸やステロイド､食品中アミノ酸､水中有機化合物､エポキシ樹冊オリゴマ
ヤ

ー､

qソl)ン中晩化防止剤などの微量成分の分析が効果的に達成できることを

示した｡実際紙料の分析にほプレカラム濃縮法が有効であることを示した｡ま

た､ミクロ高速肢体クロマトグラフィーによってマス感度が増加することを実

証した｡
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弟2編はr中空キ十ビラリー液体クロマトグラフィーに関する研究｣と題し､

8辛からなる｡肢体クt)マトグラフイ一において中空qラスキ十ビラ])-カラ

ムを用いる際の問題点やカラム調製法に関する研究をまとめたものである｡

約1章は肢体タt)マトグラフイ一における中空キャビラl)-カラムの利用状

.況やア7'ローチの方法について論じ､本研究の目的及tF特色を示した｡

筋2章は級体クロマトグラフィーにおける高分離髄カラムを固箪相の状態に

よって頬別し､中空キ十ヒラリーカラムの特徴及び性能を充てんカラムのそれ

らと比校しながら論じ､中空キ十ヒラリーカラムの内径ほ可能な限り小さくす

る必要があることを示した｡

弟3革は逸布型中空キ十ビラ])-カラム■を調製し,カラム性能に影響を与え

る因子(カラム内径､移動相流速､移動胡の粘性､カラム温度,訊料注入法な

ど)について論じた｡内径30FLm,艮さ之Om程度のカラムで数10万段の理論段数が

達成できることを示し､復姓な混合物の高理論段分馳に利用できることを明ら

かにした｡また.1固定相を良好に塗布するには､前処理が非常に重要であるこ

とを稽嫡した｡

界4草は軟質Uラスを1Nの水酸化ナトtTウムなどのようなアルカl)水特級で

数時間から数日間加熱処理す-ることによってキャビラリー内壁が生成するシリ

カyル層によって効果的に改質されることを明らかにし､その開封条件につい

て許し.く論じた｡キャビラリー内壁の電子顕微鏡写其を示し､内壁の表面の餐

化の様子を明らかにした｡ 1Nの水酸化ナト1)ウムで､ 2日間から6日間,室温

から50皮程度で軟質qラスを処理すると良好な結果が得られた｡

約5草はqラスキャビラt)-内壁-オタタデシル基や陽イオン交換基などを

化学的に結合させる方法を確立し､固定相の移動相中-の溶解の問題を解決し

カラ■ム性能の耐久性を向上させた｡調製されたカラムは従来の充てんカラムと

声
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同様な保持挙動を示した｡この化学縮合型中空キャビラリーカラムを用いて､

溶媒こう醗酵離と温度こう配溶離の両法が有効であることを示した｡

姉6革はポl)スチレンやポl)シロキサンの架橋型固定相の調製方法とその性

能について論じた｡固定相を架橋することによって化学結合型カラムと同様､

移動相中への固定相の辞解を防ぐことができ､中空キ十ビラリー液体クロマト

グラフィーの固定相として利用できることを示した｡架橋反応条件について詳

しく検討した｡

弟7革は臭化セチルトI)′チルアンモエウムなどの長銀アルキル基を有する

窮4級アンモニウムイオンで伸助した中空キャビラリーカラムの性能について

論じた｡これはシリカゲルカラムの陽イオン交換性を利用したもので､アンモ

ニウムイオンが内壁のシリカゲルへ静電気的に強く吸着している｡吸着したア

ンモニウムイオンの艮鎖アルキル基の疎水性部分が固定相として轡き､化学結

合オタタアシルシランカラムと轍似した分離が達成できることを示した｡この

方法だと､非常に容易に疎水性の固定相を調製することが可能であり､内径の

小さなキャヒラリーカラムを調製する際有利であることを指摘した｡

解8草は調製した塗布型カラム､シt)かデルカラム､化学結合型カラム､架

橋型カラム､界面活性剤を修飾したカラムの性能を比較検討した.
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