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向流クロマトグラフィー

四 宮 一 総

1 は じ め に

向流ク ロマトグラフィー（ countercurrent chro-

matography, CCC）は，互いに混ざり合わない二液相

間での物質の分配を基礎とした分配クロマトグラフィー

である。2000 年に開始された CCC に関する国際会議

International Conference on Countercurrent Chro-

matography は，2018 年にドイツのブラウンシュヴァイ

クで開催された「CCC2018」で 10 回目を数え，近年で

は J. Chromatogr. A に総説1)～3)としてこの国際会議の

様子が紹介されるようになった。また，2017 年には雑

誌 Separations にフランスの Berthod が編集した CCC

の特集号が組まれるなど，CCC への関心度は飛躍的に

増加している。これまで，本誌では 1994 年4)と 2008

年5)に北爪による「進歩総説」が掲載されているので，

本稿では 2008～2020 年までの主な進歩を
たど

辿ることにす

る。なお，CCC は液液分配を分離の原理としているの

で，同じ原理をもつ遠心液液分配クロマトグラフィー

（centrifugal partition chromatography, CPC）も CCC の

国際会議と同様に一緒に扱うものとする。因みに，

CCC2018 に お い て ， CCC 国 際 会 議 は International

Society of Partition and Countercurrent Chromato-

graphy (SPCC）という学会組織にすることが決定され

た1)。

2 装 置

CCC の装置開発は，発明者である米国国立衛生研究

所（National Institutes of Health, NIH）の Dr. Yoichiro

Ito（伊東洋一郎）の研究に負うところが大きく，2008

年以降に発表された装置も多くはその延長線上に位置し

ている。これは，CCC 装置の原理的な理解が難しく，

特にコイル状カラム内での物質の分離挙動が複雑である

ことも一因であると思われる。アメリカの Pauli は，

CCC が普及する上では装置的には `̀ Keep it simple'' で

あるべきと述べている2)が，Ito は CCC が汎用的な分析

法となることを歓迎しつつも，CCC の発展にはその原

理的理解は欠かせないと述べている6)。

2･1 スパイラル CCC

Ito の開発した CCC 装置の中でも J 型 CCC はコイル

状カラムの自転と公転方向が同じである簡素な回転機構

をもつ。J 型 CCC はカラム内での二液相の撹拌が激し

く，有機溶媒水系二相溶媒では固定相はカラム内に保

持されるが，水性二相溶媒のような界面張力の小さい二

相溶媒では固定相の保持は難しかった。この問題点を解

決するため，Ito ら7)は，スパイラル CCC を考案，製作

した。これは 1 枚の平板に渦巻状の溝を内側から外側

に向かって作製し，8 枚程度を積層したディスクをカラ

ムに用いる J 型 CCC である。水性二相溶媒 12.5 ％(w/

w）ポリエチレングリコール（PEG) 1000/12.5 ％(w/

w) K2HPO4 水溶液の下層を移動相としてチトクロム

c，ミオグロビン，オボアルブミン及びリゾチームの良

好な分離を達成した。実験条件は，カラム容量 160

mL，カラム回転速度 800 rpm，移動相流速 0.25 mL/

min で，52 ％ という水性二相溶媒としては高い固定相

保持率が得られているが，分離に 20 時間を要している。

2･2 I 型 CCC

J 型 CCC とは異なり，I 型 CCC ではカラムの自転と

公転方向は互いに反対となる。そのため，J 型 CCC よ

り二液相の
かく

撹
はん

拌効率は低下する。Yang ら8)は，カラム

に多層コイル，溶媒系に 1ブタノール（1BuOH)/酢

酸（AcOH)/水（H2O) (4：1：5, v/v）及び nヘキサ

ン（Hex)/酢酸エチル（EtOAc)/メタノール（MeOH)/

0.1 mol/L HCl (1：1：1：1, v/v）を用い，回転速度

200 rpm でジペプチドと DNP アミノ酸の分離を行

い，装置の有効性を確認した。また，12.5 ％ (w/w)

PEG 1000/12.5 ％ (w/w) K2HPO4 水溶液を用いたリゾ

チームとミオグロビンの分離9)は回転速度 200 rpm，流

速 0.1 mL/min で達成された。筆者ら10)も J 型回転と I

型回転のカラムを対角線上に二つずつ配置した CCC 装

置を製作し，偏心コイル eccentric coil で 2 種類の異な

る糖誘導体の分離を行い，両者を比較した結果，J 型回

転の方が I 型回転よりも分離効率が高かった。また，
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12.5 ％ (w/w) PEG 1000/12.5 ％ (w/w) K2HPO4 水溶

液によるタンパク質の分離11)では，J 型回転は分離が達

成されたが，I 型回転は固定相が全く保持されなかった。

2･3 衛星運動型 CCC

CCC を効率よく達成するには，カラム内での二液相

の撹拌，分相，移動相の移動を多数回連続して行う必要

がある。J 型 CCC ではカラムに 800～1000 rpm という

高回転速度が要求されるが，二液相の撹拌効率を上げれ

ば，それほどは必要ないことが考えられた。そこで，筆

者ら12)～14)は，太陽軸（角速度 v1），惑星軸（v2），衛

星軸（v3）の 3 軸が同時に回転する衛星運動型 CCC を

考案・製作した。カラムは衛星軸の回りを自転しながら

惑星軸の回りを公転し，更に太陽軸の回りを公転するの

で，このカラム回転運動を J 型 CCC の惑星運動 plane-

tary motion になぞらえて衛星運動 satellite motion と名

付 け た 。 ま た ， 装 置 も J 型 CCC は coil planet cen-

trifuge というので，coil satellite centrifuge (CSC）と命

名した。この装置の回転機構では v1＝v2＋v3 としたの

で，送液チューブのねじれを解消しながら v2 と v3 の

可変的な回転を行うことが可能である。4メチルウン

ベリフェリル（MU）化糖誘導体の分離では，v1＝300

rpm という低回転速度で良好な分離が達成された。

CSC のカラムの加速度変化を調べてみると，良好な分

離が達成される角速度の組合せでは，円軌道の中に二つ

のループが真向いの位置で出現しており，これが二液相

の撹拌効率を増加しているものと推察された。

2･4 交軸型 CCC

交軸型 CCC はカラムが縦に自転しながら横に公転す

る回転機構をもち，有機溶媒水系ばかりでなく水性二

相溶媒でも分離に十分な量の固定相が保持される。有機

溶媒水系では分離効率は J 型 CCC に劣るが，汎用性

が高い装置といえる。Zhao ら15)は，互いに反対方向に

自転する 1 対のカラムを 120°の位置ごとに計 3 対配置

した交軸型 CCC を開発した。水性二相溶媒を用いてウ

シ血清アルブミン（BSA）の溶出挙動や BSA とリゾチー

ムの分離を行って有用性を確認している。筆者らが開発

した小型交軸型 CCC16)と装置構造が類似しているが，1

対のカラムの自転軸は公転軸からの法線方向とほぼ一致

している。同様なカラム配置で行った筆者らの結果17)

では，固定相保持率は高かったものの分離度は他の配置

より低下した。これは，カラムの配置が法線方向になる

と遠心力の方向と一致し，カラム内で二液相が容易に分

相される一方で，撹拌効率が低下するためと考えられる。

2･5 スケールアップ CCC と自動化

CCC は比較的多量な粗分離に有効である。Du らは，

低速度自転型 CCC lowspeed rotary CCC18)を用いて圧

搾菜種粕の粗抽出物 50 g から容量 22 L のカラムで 1

BuOH/アセトニトリル（ACN)/10％(NH4)2SO4 水溶液

（1：0.5：2, v/v）により 3ブテニルグルコシノレー

ト 0.91 g と 2ヒドロキシ3ブテニルグルコシノ

レート 3.57 g を 95 ％ 以上の純度で分離し19)，また，

ヤマモモ Myrica rubra の果実 1000 kg から 6.5 kg の粗

抽出物を得た後，その 1.5 kg を容量 40 L のカラムで

H2O/1BuOH/tertブチルメチルエーテル（TBME)/

ACN/トリフルオロ酢酸（TFA) (5：2：1.5：1：0.001,

v/v）によりシアニジン3グルコシド 276 g を 93.2 ％

の純度で分離した20)。また，J 型 CCC を用いて茶抽出

物 200 g から Hex/EtOAc/H2O (1：2.5：4, v/v）の下

層を移動相として（－)没食子酸エピカテキンを容量

12 L のカラムで 35 g，容量 15 L のカラムで 40 g を不

純物なく分離した21)。

CCC の自動化も試みられている。Thornton ら22)は，

自動化した J 型 CCC により，TFA で pH を調整した

TBME/1BuOH/ACN/H2O (2：2：1：5, v/v）の上層

を移動相としてクロスグリ（カシス）Black currant の

抽出物から 4 種類のアントシアニン類を分離した。

2･6 検出器との結合

CCC で実試料を分離した場合，クロマトグラムで得

られるピークは必ずしも単一成分であるとは限らない。

その場合，質量分析計のような物質選択性の高い検出器

との結合は目的成分の検出に有効である。Inoue ら23)は，

J 型 CCC からの溶出液の一部をスプリッターバルブで

分岐させてエレクトロスプレーイオン化質量分析計

（ESIMS）に接続する“高速 CCC (Highspeed CCC：

HSCCC)/ESIMS システム”を構築し，Hex/EtOAc/

MeOH/0.5 ％ ギ酸（7：3：5：5, v/v）の下層を移動相

として殺虫剤アベルメクチン B1a と B1b を分離後，そ

れぞれの MS スペクトルを得ている。また，Thakur

ら24)は，サポンソウ Saponaria officinalis の粗サポニン

混合物を J 型 CCC で TBME/1BuOH/ACN/H2O (1：

3：1：5, v/v）により 22 画分に分離し，各画分の一部

を用いて細胞毒性測定と共にエレクトロスプレーイオン

トラップ質量分析計（ESIITMS）で MS プロファイ

リングを行っている。ただし，この場合，J 型 CCC と

MS は連結されていない。

2･7 装置の比較

Weisz ら25)は，親水性と疎水性の付随色素の分離を

行って 3 種類の CCC 装置の分離効率を比較した。対象

としたのは，汎用多層コイルを装着した J 型 CCC，ス

パイラルコイルを装着した J 型 CCC 及び多層コイルを

装着した交軸型 CCC で，1BuOH/1.3 mol/L HCl によ

る親水性色素 FD&C Blue No. 2 の分離では汎用多層コ

イルを装着した CCC とスパイラルコイルを装着した J
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型 CCC が，Hex/ACN による疎水性色素 FD&C Red

No. 17 とスダン II の分離では汎用多層コイルを装着し

た J 型 CCC が最もよい分離を達成した。いずれも有機

溶媒水系を用いているので，これまでの多くの知見を

裏付けた結果といえる。仮に，水性二相溶媒によるタン

パク質分離で比較したとすると，多層コイルを装着した

交軸型 CCC の分離効率が他の二つの装置より高くなる

ものと予想される。

3 カ ラ ム

多くのコイル状カラムの中で CCC 分離に効果的とさ

れるのは多層コイル multilayer coil，偏心コイル，トロ

イダルコイル toroidal coil 及びスパイラルコイル spiral

coil の 4 種類で，中でも多層コイルは作製が容易で分離

効率も高く，汎用的である。分離効率を向上させるには

カラム内での二液相の撹拌効率を上げることが重要であ

る。筆者ら26)は，回転式多段向流クロマトグラフ（ro-

tation locular countercurrent chromatograph, RLCCC）

の隔室 locule にヒントを得て，コイルを作るテフロン

チューブを止血鉗子で一定間隔にクランプして隔室

チューブ locular tubing を作製した。このチューブの多

層コイルで水性二相溶媒によるタンパク質分離を行った

結果，クランプしていないチューブより高い分離効率が

得られた。Englert ら27)は，テフロンチューブの上下の

異なる位置に一定間隔でチューブ内に凸部（圧搾部）を

作る工具を製作して 6 種類の異なる圧搾チューブを作

製し，Hex/TBME/MeOH/H2O (5：2：5：3, v/v）に

より 6 種類の pヒドロキシベンゼンエステルの分離を

行って，分離効率を比較した。その後，筆者ら28)は，

圧搾部に距離を持たせた圧搾型隔室チューブ long

pressed locular tubing や更にその隔室内にガラス製

ビーズを一つずつ入れたビーズ封入圧搾型隔室チューブ

bead embedded locular tubing を作製し，小型交軸型

CCC により EtOAc/1BuOH/H2O (3：2：5, v/v）の

下層または（1：4：5, v/v）の上層を移動相として 4

MU 化糖誘導体，12.5 ％ (w/w) PEG 1000/12.5 ％ (w/

w) K2HPO4 水溶液でタンパク質の分離を行った。その

結果，有機溶媒系ではビーズ封入圧搾型隔室チュー

ブ，水性二相溶媒では圧搾型隔室チューブで高い分離効

率が得られた。この他，Zhang ら29)は，多層コイルを

収納するディスクホールダーを製作し，三つを直列に連

結した J 型 CCC でタンジン（丹参）Salvia miltiorrhiza

の EtOAc 抽出物の分離を行った。このディスクの特徴

は，コイル 1 巻きごとに入れる溝を割り当て，コイル

を自転軸側から巻く場合，1 周した地点で 1 ターン外側

の溝にチューブを入れて巻き，反対に自転軸方向に巻く

場合は 1 周した地点で 1 ターン内側の溝に巻く点であ

る。恐らく流路に変化を持たせて撹拌効果を上げようと

したものと思われる。

一方，Berthod ら30)は，チューブ径の分離に及ぼす効

果を検討し，チューブ径の小さいコイルの方が大きいコ

イルより分離効率が高い結果が得られたとしている。

4 二相溶媒系

CCC 分離の成否は二相溶媒系の選択に大きく依存す

るので，溶媒の種類や組合せ，体積比などを決定するに

は経験や試行錯誤を必要とすることが多かった。そのた

め，短時間で効率のよい二相溶媒の選択法の開発が試み

られている。

4･1 溶媒系の選択

これまで，Hex/EtOAc/MeOH/H2O 系を極性の低い

組成比から極性の高い組成比まで変更する Oka らの方

法31)やヘプタン（Hep)/EtOAc/MeOH/H2O 系の組成

比を決めてアルファベット A～Z (E, I, O を除く）の記

号を付した 23 の溶媒系（“アリゾナ溶媒系 Alizona sys-

tem”と呼ばれる)32)などが知られている。

Friesen ら33)は，薄層クロマトグラフィー（TLC）で

得られる Rf 値と Hex/EtOAc/MeOH/H2O 系（HEM-

Wat），クロロホルム/MeOH/H2O 系（ChMWat），

EtOAc/1BuOH/H2O 系（EBuWat）で得られる分配

係数（K）との関係を天然由来化合物 22 種を用いて調

べた。その結果，相関性のあることを明らかにし，

TLC の結果から CCC の最適溶媒系を選択する方法を

GUESS (Generally Useful Estimate of Solvent Systems）

法と名付けた。この方法は，シリカゲルを固定相とする

順相 TLC で，展開溶媒には調製した二相溶媒の有機相

を用いる。したがって，極性の低い物質ほど高い Rf 値

となる。CCC 分離に適するとされるのは 0.4＜K＜2.5

で，K＝1 のとき Rf＝0.5 となるので，0.29＜Rf＜0.71

の範囲に入る溶媒系を選択するのがよいとしている。

Friesen らはこの範囲を `̀ sweet spot'' と呼んでいる。K

値の順は必ずしも順相 TLC の Rf 値順と一致しないと

考えられるが，Liu ら34)は更に `̀ sweet spot matching''

の理論的解析を試みている。

4･2 イオン対モード

Sp áornaKucab ら35)は，極性の高い 2 種類の二相溶媒

系 TBME/1BuOH/ACN/H2O 及び TBME/1BuOH/

MeOH/H2O（いずれも 2：2：1：5, v/v）にイオンペ

ア剤としてヘプタフルオロ酪酸（HFBA）を 0.7 ％ ま

たは 1.0 ％ 添加して水層を移動相に用い，センニチコ

ウ Gomphrena globosa の花からベタシアニンを分離し

た。また，アマランチン型ベタシアニンをケイトウ属の

Celosia spicata から TBME/1BuOH/ACN/H2O (0.7

％ HFBA を含む，2：2：1：5, v/v）及び EtOH/ACN/

1PrOH/飽和（NH4)2SO4/H2O (0.5：0.5：0.5：1.2：

1, v/v）で分離した36)。
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4･3 グラジエント溶出

グラジエント溶出は極性の異なる物質どうしを同時に

分離する上で有用である。筆者ら37)もダイズイソフラ

ボンであるダイジンとゲニスチン及びそのアグリコンで

あるダイゼインとゲニステインを Hex /EtOAc/1 

BuOH/MeOH/AcOH/H2O (1：2：1：1：1：5, v/v）

と（1：2：1：3：0.5：5, v/v）で MeOH と AcOH の

体積比を変化させ，上層を固定相としてグラジエント溶

出で分離した。グラジエント溶出では，組成比を変化さ

せても二液相の界面張力が大きく変化しないことが固定

相保持率をほぼ一定に保つ上で必要である。

Sp áornaKucab ら38)は，砂糖大根 Beta vulgaris 中の

ベタニンとその誘導体 5 化合物を J 型 CCC により 1

BuOH/エタノール（EtOH)/NaCl 水溶液/H2O/H3PO4

(1300：200：200240：1300：700：2.54.5, v/v）の

上層を移動相として EtOH と H3PO4 の体積比を変化さ

せたグラジエント溶出により分離した。また，Ying

ら39)は，オクラの粗抽出物を J 型 CCC により EtOAc/

1BuOH/H2O (1：1：10, v/v）を固定相とし，Hex/

EtOAc (1：2), (1：4), (0：4), 1BuOH/EtOAc (1：

4), (1：2), (2：2), (2：1）を移動相として順に送液し

て 6 ピークに分離した。

なお，CCC の溶出モードについては，Huang ら40)が

総説にまとめている。

4･4 イオン液体

Bezold ら41)は，イミダゾリウム塩の構造をもつイオ

ン液体（IL）とリン酸塩（K2HPO4 と KH2PO4）から成

る水性二相溶媒及び PEG 600/リン酸塩水溶液に IL を

モディファイヤーとして添加した水性二相溶媒を調製

し，リソゾーム，ミオグロビン及び BSA の分配挙動を

調べた。後者の溶媒系では IL の添加濃度が高くなるに

つれて log P 値｛P：分配係数，P＝CO/CW, CO：有機相

（ここでは PEG 相）中の物質濃度，CW：水相（ここで

はリン酸塩水溶液相）中の物質濃度，対数値は一般に

log P と表記されることが多い｝が大きくなるが，CCC

や CPC 分離に適用することが可能であるとしている。

また，Wang らは，二相溶媒に IL を添加すると K 値が

減少することを利用し，1アリル3メチルイミダゾ

リウム塩化物（［AMIM］Cl）を添加した 1BuOH/H2O

によるアルクチイン arcttin の分離42)や Hex/EtOAc/

MeOH/10％ [AMIM] Cl 水溶液（5：5：6：4, v/v）に

よるタンシノン tanshinone 類の分離43)を行っている。

4･5 三相系溶媒

Yin ら44)は，ナツフジ属の Pongamia pinnata の粗抽

出物から J 型 CCC により三相系溶媒 Hex/ACN/ジクロ

ロメタン/H2O (5：5：1：5, v/v）の下層と中間層を一

定の割合でカラムに充填して固定相とし，上層を移動相

としてフラボノイド類を分離した。検討した固定相の下

層と中間層の比は 1：0, 0.9：0.1, 0.7：0.3 の 3 種類で

中間層の割合が大きくなるにつれて，ピーク間の分離が

広がっている。また，Wu ら45)は，Hex/EtOAc/ACN/

H2O (4：3：4：4, v/v）の上層（固定相）と下層（移

動相），上層（固定相）と中間層（移動相），中間層（固

定相）と下層（移動相）の組合せでそれぞれヨロイグサ

Angelica dahurica，コウリョウキョウ Alpinia officina-

rum，ハナスゲ Anemarrhena asphodeloides の根茎抽出

物の CCC 分離を行い，この三相溶媒系が有用であると

している。

5 応 用

CCC は天然物からの生理活性物質の分離・精製に幅

広く利用されている46)。筆者らもこれまでサネカズラ

属 の Kadsura coccinea47) や マ リ ア ア ザ ミ Silybum

marianum48)中の成分分離を行って CCC が有効である

ことを示した。最近では，この領域の論文が飛躍的に増

加し，その多くは中国から発表されている。これは，中

国が天然資源に恵まれていることに加え，CCC が一般

的な分離・精製法の一つとなりつつあることを示してい

る。高価な分取用 HPLC カラムと比較してコイル状カ

ラムは安価で耐久性が高く，有機溶媒も入手し易いので，

CCC は分取レベルでの分離に適している。ここでは，

特徴的な応用例を取り上げる。

5･1 pH ゾーンリファイニング CCC と pH ピーク

フォーカシング CCC

pH ゾーンリファイニング CCC は，二相溶媒の一方

の層に酸（または塩基），他方の層に塩基（または酸）

を入れて CCC 分離を行うと含量の多い成分が移動相中

で飽和濃度のゾーンを形成し，含量の少ない成分はその

前後に小さいゾーンを形成する方法である。この方法の

利点はカラム容量に比して比較的多量の試料から高純度

で目的成分を精製できる点である。2013 年に開発者の

Ito 自身が総説49)を発表しているが，その後も応用例の

報告が続いている。

Englert ら50)は，ひまわり油抽出物 500 mg から Hex

/ACN/MeOH/H2O (4：7：1.4：0.5, v/v）を用いて

pH ゾーンリファイニング CCC を行い，脂肪酸を分離

した。上層移動相では 8 ゾーン，下層移動相では 5

ゾーンが形成された。この場合，TFA を上層に NH3 を

下層に添加した。また，大量分取では，Fang ら51)は，

容量 350 mL のカラムで冶葛（やかつ）Gelsemium ele-

gans の抽出物 4.5 g から 6 種類のアルカロイドを 95 ％

以上の純度で 300～700 mg ずつ分離した。Hex/EtOAc

/MeOH/H2O（3：7：1：9, v/v）の有機相にトリエチ

ルアミン，水相に HCl を添加し，水相を移動相とし

た。この他，IL を添加した二相溶媒52)や極性の高い
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ACN/NaCl 水溶液53)でアルカロイドを分離した例など

が報告されている。

また， Shimizu ら54)は pH ピークフォーカシング

CCC により，La(III), Ce(III), Nd(III), Yb(III), Sc

(III)の一斉分離を行った。

5･2 キラル分離

CCC によるキラル分離は，最近では Huang ら55)56)に

よってまとめられている。bシクロデキストリン誘導

体や酒石酸誘導体などのキラルセレクターを二相溶媒に

添加して分離を行う場合が多い。Han ら57)は，1 

BuOH/0.1 mol/L リン酸緩衝液（pH5.50）の上層にキ

ラル配位子として N n ドデシルL プロリンと

Cu2＋，下層にヒドロキシプロピルbシクロデキスト

リン（HPbCD）を添加して bアミノ酸のキラル分

離を行った。また，Rong ら58)は，HPbCD を Hex/

EtOAc/0.1 mol/L リン酸緩衝液（pH2.5) (7：3：10, v

/v）の下層に添加し，下層を移動相としてイブプロフェ

ンを R体，S体の順で分離した。更に，Wang ら59)は，

Cu(II）と IL の 1ブチル 3メチルイミダゾリウム及び

Lプロリンの錯体（Cu(II)[BMIm] [LPro］）と HP

bCD の二重キラルセレクターを Hep/EtOAc/ACN/

0.2 mol/L 酢酸ナトリウム緩衝液（pH5.5）の下層に添

加し，上層を移動相として（＋)ナリンゲニン（NRG）

と（－)NRG を分離した。この他，pH ゾーンリファ

イニング CCC で b遮断薬をキラル分離した報告60)も

ある。

5･3 極性高分子の分離

CCC は極性高分子の分離でもその有効性を発揮でき

る。ここでは多糖類分離への応用例を示す。Ward ら61)

は，
てん

甜
さい

菜パルプ sugar beet pulp の加水分解物から CPC

により EtOH/DMSO/300 g/L (NH4)2SO4 水溶液（0.8：

0.1：1.8, v/v）を用いて上昇法で Lラムノース画分

（純度 90 ％ 以上），Lアラビノース/Dガラクトース混

合画分，Dガラクツロン酸画分（純度 90 ％ 以上）に

分離した。なお，DMSO は分離を改善するモディファ

イヤーとして加えられている。その後，更にスケール

アップ62)も行われた。EtOH/(NH4)2SO4 水溶液は極性

の高い二相溶媒で，Wu ら63)もスピルリナ光合成細菌

Spirulina platensis から J 型 CCC によりグルコース，ラ

ムノース，マンノースで構成される水溶性多糖を分離す

るのに用いた。一方，Yu ら64)は，PEG 1000/K2HPO4/

KH2PO4/H2O (0.5：1.25：1.25：7.0, w/w）の下層を

移動相に用いて J 型 CCC により昆布 kelp の多糖を 2 画

分に分離し，その後，ジエチルアミノエチル（DEAE)

セファロース陰イオン交換クロマトグラフィーで精製し

てフコイダンと硫酸化多糖を得ている。なお，フコイダ

ンにはチロシナーゼ阻害活性があることを示した。

5･4 その他

Wang ら65)は塩基性 pH 調整剤としてリジンを Hex/

EtOAc/MeOH/H2O (5：5：4：6, v/v）に添加し，下

層 を 移 動 相 と し て J 型 CCC に よ り ハ ス Nelumbo

nucifera 抽出物からフェノール性アルカロイドであるイ

ソリエンシニンとネフェリンを分離した。その後，リジ

ンはアルカロイドをジクロロメタン抽出することで除去

した。通常，pH 調整には揮発性の酸，塩基が用いられ

ることが多いが，塩基性アミノ酸のリジンを用いている

点は特徴的である。また，Krause ら66)は，TBME/50

mM 4モルホリンプロパンスルホン酸（MOPS）緩衝

液（pH7.2）の下層に Candida rugosa 由来のリパーゼを

添加して固定相とし，基質である 4ニトロフェニルパ

ルミチン酸を上層と共に移動相として CPC で加水分解

を行った。CPC は通常の撹拌タンクリアクターより加

水分解速度が 2 倍になったとしている。これは，CPC

をリアクターとして用いた例である。

6 ま と め

CCC は装置やカラムの改良が進んで分離効率が向上

し，分離に要する時間も短くなってきた。一方，J 型

CCC は HSCCC として天然物から生理活性成分を分

離・精製する上で汎用的な分析法となりつつある。分離

に適した二相溶媒も効率のよい選択法の開発により，経

験的な試行錯誤が省力化されるようになった。しかし，

CCC の応用などソフト面に関する研究が多くなる一方

で，装置開発などハード面に関する研究は少なくなった。

CCC を一層進歩させるには，装置を“ブラックボック

ス”化せず，原理的理解に関する Ito の研究を超える成

果が増えることが望まれる。
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