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逆相クロマトグラフィーにおける 100 ％ 水系移動相の
使用時の問題点について
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1 は じ め に

逆相クロマトグラフィーでは，C18（ODS）カラムは

保持時間が長く，耐久性が高く，さらに多くの応用例が

発表されていることなどから，多くのクロマトグラ

ファーが使用しており，汎用性の高いカラムである。

HPLC が開発された 1969 年から 11 年後の 1980 年には

有機溶媒を含まない 100 ％ 水系移動相では C8 カラム

や C18 カラムは保持の再現性が低く，時間の経過とと

もに保持が減少することが発表され，有機溶媒濃度が

10 ％ 以下の移動相は使用できないとの認識が広まった。

1990 年以降高極性化合物の分離分析の必要性が高まり，

100 ％ 水系移動相でも保持の再現性が高い逆相カラム

の開発が始まり，C18AQ などの呼び名のカラムが利

用可能になった。本稿では 100 ％ 水系移動相での保持

の低下の原因や対処方法について紹介する。

2 100 ％水系条件下の保持の再現性低下の議

論

100 ％ 水系移動相を用いた場合に保持時間が短くな

ることを議論した最初の論文1)が 1980 年に発表され

た。この論文の一部を以下に示す。`̀ It follows that the

stationary phase could agglomerate and, therefore, could

have a greatly reduced effective chromatographic sur-

face area. It is possible that it will adopt a spatial arran-

gement where the chain are lying almost flat upon the

surface.'' これはアルキル鎖がシリカ表面に倒れ込むこ

とによりクロマトグラフィーとしての分離場が少なくな

る可能性を指摘している。その後，類似の論文は数多く

発表され，アルキル基の倒れ込みは Ligand collapse,

Phase collapse や Mat down と表現された。1990 年代

になると C18 や C8 などのアルキル鎖が溶媒和により立

ち上がった状態では移動相に濡れた状態であり，移動相

中の有機溶媒濃度が 10 ％ 以下になるとアルキル鎖は寝

込んだり，倒れ込んだりし，移動相とは濡れていない状

態になり，保持が小さくなるとする主張が主流になった。

1999 年 の LC / GC North America に LC ト ラ ブ ル

シューティングとして掲載された移動相として水のみを

使用したカラム洗浄についての記事2)は，同様な事象が

述べられ，アルキル基の寝込み・倒れ込みによる保持の

減少は，誰も疑うことのない事象として取り扱われこれ

ていた。筆者は 1998 年に長鎖アルキル基の C30 カラム

を製造し，移動相中有機溶媒濃度と保持の減少率につい

て調べたところ，有機溶媒が 0 ％ でも有意な保持の減

少は認められなかった。アルキル鎖の長い C30 は当然

C18 よりアルキル鎖が倒れ込み易いと考えられ，保持

の減少度合いが大きくなるはずであるが，実験結果はそ

うならなかった。つまり，保持の減少はアルキル鎖の倒

れ込みとは異なる機構で起こっていることになる。LC

の学会でこの事実を発表した時には，「アルキル鎖の寝

込み・倒れ込みにより保持が減少することは常識であ

り，大学院の授業でもそう教えている」と筆者の実験結

果が間違っているとのコメントがあった。筆者は 2000

年に 100 ％ 水系移動相での C18 カラムの保持の減少は

充剤細孔内から移動相が抜け出すことにより起こると

する論文3)を発表した。この論文は充剤細孔内から移

動相が抜け出すことを述べた最初の論文である。移動相

が充剤細孔から抜け出すことが一般に受けいられるの

には時間がかかった。初期には移動相が細孔から抜け出

した後，細孔内はどうなっているかの疑問に，真空状態

になるが，細孔入り口では水と接しているので，水蒸気

圧になっていると回答したが，真空状態にさせるどんな

力が作用しているのか，そんな力は働くはずがないとの

意見も多数あった。筆者の続報4～8)で C18 充剤の表面

は水に濡れず，接触角が 126°程度で，毛管作用によ

り，細孔から水を抜け出させる力が働くことを示した。

毛管現象は広く認知された事象であり，内径 0.5 mm の

ガラス管を赤インクに着けると液面が約 6 cm 上がるこ

とは誰もが肯定する。ガラス管の内径を 1/500 の 1 nm

にすると，液面は 500 倍の 30 m 上がることになる。水

が重力に逆らって 30 m 上がることは圧力に換算すると，

3 気圧に相当する。逆相クロマトグラフィーの C18 カ

ラムの充剤細孔径は約 10 nm であり，1 nm の 1/100

である。このことから C18 充剤細孔内で毛管作用で

生じる圧力（力）が 100 気圧程度になることは容易に

想像できる。実際の実験結果から 160 気圧の圧が毛管
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図 1 水移動相条件下の C18 カラムの保持挙動

(A)は初期状態，（B)は 1 時間送液停止後再度測定；

Column, 150 mm×4.6 mm, 5 nm C18, 10 nm pore size ;

mobile phase, water ; flow rate, 1.0 mL min－1 ; column

temperature, 40 °C ; detection, refractive index ; peaks, 1

＝sodium nitrite (t0), 2＝2propanol．カラムの出口と検

出器の間に 1.7 MPa の背圧をかける。
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作用により働き，C18 充剤細孔内から水が抜け出し

た後では，充剤周りに 160 気圧以上の圧をかかれば

水は細孔内に再び入り込み保持は回復することが分かっ

ている。毛管作用で 160 気圧の力が働くことを考慮す

れば，大気圧に逆らって C18 充剤細孔内の水を抜け

出させる力がかかり，細孔内が真空状態に近づくことは

十分推察される。

1990 年代の論文では，アルキル鎖が溶媒和により立

ち上がっている場合は移動相と濡れている状態で wet-

ting と表現し，移動相中の有機溶媒濃度が 10 ％ 以下に

なり，アルキル鎖が寝込んだり，倒れたりした場合は移

動相と濡れていない状態 nonwetting と表現し，立ち

上がっているアルキル鎖が寝込み，倒れ込むことを

wetting から nonwetting に変化する意味の Dewetting

と称することが多かった。またアルキル鎖の寝込み・倒

れ込みにより固定相が変化することで，移動相が固定相

と濡れなくなり，その結果保持が減少することは

Dewetting 現象によって起こると主張された。しかし，

充剤細孔内の移動相（100 ％ 水系移動相）が抜け出

ることにより保持が減少することが 2000 年に発表さ

れ，それ以降，特に西欧の研究者はアルキル基の寝込

み・倒れ込みが起こることにより固定相は移動相に濡れ

なくなり，その結果充剤細孔内から移動相が抜け出

し，保持が減少すると報告9)10)するようになった。さら

に C18 充剤細孔表面に移動相が濡れているかいない

かは関係なく，充剤細孔内に移動相が存在しているこ

とを wetting と称し，充剤細孔内から移動相が抜ける

事象を Dewetting と称するようになった。2000 年前後

で Wetting と Dewetting の用語の意味や使い方が変化

している。まず wetting（濡れ）の科学的な意味は，あ

る物質上に液体が存在した時の液体の接触角が 90°より

小さい場合のことである。その逆の nonwetting（濡れ

ていない）は接触角が 90°より大きい場合である。例え

ば撥水性の高いポリテトラフルオロエチレン（PTFE）

樹脂板の上に水滴を乗せた場合，その水滴は球形に近い

形になる。PTFE 樹脂板上の水の接触角は 90°以上で

あり，PTFE 樹脂板上の水は存在しているが，PTFE

樹脂板は水に濡れていない状態である。つまり水の存在

自身を wetting と定義しているのではなく，あくまでも

接触角が 90°より小さいことが科学的な wetting の定義

である。C18 充剤細孔表面は水に濡れないことか

ら，科学的な用語の使い方としては C18 充剤細孔内

に水が存在していても，nonwetting 状態であり，決し

て wetting 状態ではない。つまり，C18 充剤細孔内に

水が存在している状態から水が抜け出ることは non

wetting 状態そのままである。言い換えれば C18 充剤

細孔表面は水に濡れておらず，濡れていないからこそ毛

管作用で水が細孔内から抜け出す。西欧のほとんどのク

ロマトグラファーは 100 ％ 水系移動相が充剤細孔内

から抜け出すことを Dewetting 現象として認識してい

るが，実態を正確に示す科学的な表現は Capillary（毛

管）現象であると考えられる。

3 100 ％ 水系移動相を用いた場合の逆相カラ

ムの保持の変化

図 1 には細孔径 10 nm の C18 固定相と水移動相を用

いた場合の亜硝酸ナトリウムと 2プロパノールの 40

°C での保持の変化を示す。C18 カラム内を水移動相に

置換し，さらに保持を測定する間，カラム出口と検出器

の間（以後カラム出口以降と称す）に背圧をかけた。1

時間以上送液しカラムが安定した後，試料を注入して得

られたクロマトグラムを上段の A に示す。また，その

後 1 時間送液ポンプを停止し，その後再度送液開始し

得られたクロマトグラムを下段の B に示す。1 時間の送

液停止後の亜硝酸ナトリウムの溶出時間（t0）と 2プ

ロパノールの保持時間が両方とも減少した。つまり充

剤周りに圧力がかかっているときは充剤細孔内から水

は抜け出ることはなく，ポンプを停止し，充剤周りの

圧が大気圧になると充剤細孔内から水は抜け出てい

る。抜け出た後は充剤周りに 6～8 MPa の圧がかかっ

ても水が再び充剤細孔内に入ることはなく，保持は減

少したままである。

細孔径の異なる 5 nm のシリカゲルにアルキル鎖長の

異なる，C30, C18, C8 および C1（TMS，トリメチル

シラン）の一官能性シリル化試薬を過剰量で反応させ，

さらに TMS でエンドキャッピングを施した各充剤に

ついて，1 時間の送液停止前後での保持時間の減少を

10 mmol L－1 リン酸緩衝液移動相で測定3)～5)した。その
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図 2 充剤細孔径と水移動相条件下の相対保持時間との関係

Column, C30 (○), C18 (□), C8 (●), and TMS (Tri

methylsilyl silica) (◆) ; column dimensions, 150 mm×

4.6 mm ; mobile phase, 10 mmol L－1 phosphate buffer

(pH 7.0) ; flow rate, 1.0 mL min－1 ; column pressure,

6.0 MPa ; temperature, 40 °C ; detection, UV at 250 nm ;

sample, thymine．相対保持時間は初期に対する 1 時間

送液停止後の相対値とする。

図 3 カラム出口以降の背圧と相対保持時間の関係とカラム内の充剤細孔内の水の存在状態

Column, 150 mm×4.6 mm, 5 nm dp C18, 10nm pore size．他の条件は図 1 と同じ。
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結果を図 2 に示す。横軸の細孔径はシリカ基材ではな

く，それぞれの固定相（アルキル基）が結合した後の窒

素ガス吸着法により測定した充剤の細孔径である。ア

ルキル鎖長が異なっていても，細孔径が大きいほどポン

プ停止後の相対保持時間は 100 ％ に近くになり，細孔

径が小さいほど相対保持持間は減少した。細孔径 15 nm

の比較では C18 より C8 の方が保持時間の減少率は大き

く，また C18 が 80 ％ の保持時間減少を示す細孔径 10

nm でも C30 は数 ％ のみの保持時間の減少であり，C8

からアルキル鎖長が長くなるほど，保持時間の減少し始

める細孔径が小さくなった。アルキル鎖長の最も短い

C1 は 8 nm 以下の細孔径で急激に保持時間は減少し

た。相対保持時間が 90 ％ 以上になるそれぞれの固定相

の細孔径は，C8 が 22 nm 以上，C18 は 20 nm 以上，

C30 と C1 は 8.5 nm 以上であった。試験した充剤で

は，すべて保持時間が減少しており，水との接触角はす

べて 90°より大きいことが示された。また毛管作用によ

り水は充剤細孔内から抜け出すため，細孔径が大きく

なると水の抜け出しは少なくなった。TMS はメチル基

の固定相であり，物理的にアルキル基は寝込むことがで

きないことや，細孔径の大小によりアルキル鎖の寝込み

が制御されることは考えにくいことから，充剤表面の

濡れ性はアルキル鎖の寝込みとは無関係であると考えら

れる。

図 3 には毛管作用による充剤細孔内からの移動相

の抜け出し（相対保持時間の減少）とカラム出口以降の

背圧との関係，およびカラム内の充剤細孔内の移動相

の存在状態を示す。クロマトグラフィーの条件は図 1

と同じである。ポンプを 1 時間停止した後，相対保持

時間は 8 ％ まで下がった。この状態からカラム出口以

降に内径 0.1 mm の配管を接続し，カラム出口以降に背

圧をかけた。 2.5 MPa の背圧時が ◯１ で 11 MPa, 15

MPa および 30 MPa は ◯２，◯３ および ◯４ である。30

MPa の背圧をかけ，相対保持時間が 100 ％ になった状

態から送液を止めずにカラム出口以降の背圧を 5 MPa

まで下げた状態が ◯５ である。◯２ のカラム出口以降の背

圧が 11 MPa の場合はカラム自身に 6 MPa の圧力がか

かるため，カラム入口の圧力は 17 MPa となる。カラム

出口以降の背圧を上げている曲線から，一度充剤細孔

内から移動相が抜け出した後は 16 MPa の圧力がかかっ

た状態で初めて充剤細孔内に水移動相が入り込んでい

る。◯２ の状態はカラム入口から数パーセントの充剤

細孔内に移動相が入り込み，その分相対保持時間が上昇

した。◯３ の状態ではカラム内の 90 ％ 近くの充剤細

孔内に移動相が入り込み，相対保持時間は約 90 ％ まで

回復した。◯４ のように 30 MPa 以上の圧力がかかった

状態ではすべての充剤細孔内に移動相は入り込んでい

る。◯５ の状態は ◯４ と同じで充剤細孔内には移動相は
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抜けることなくすべて入り込んでいる。つまり，いった

ん充剤細孔内から移動相が抜けた状態では細孔内に移

動相が入り込むためには 16 MPa の圧力が必要となる

が，細孔内に移動相が入り込んでいる状態では 5 MPa

の圧力がかかっていれば細孔内から移動相は抜け出すこ

とはない。これが充剤細孔内部で起こっている毛管作

用のヒステリシスである。充剤細孔内に移動相が入り

込んでいる状態で，カラム出口以降の背圧を 0 MPa に

してもすぐには細孔内から移動相は抜け出さず，数時間

かけてカラム出口付近の低い圧力しかかかっていない充

剤細孔内から移動相が抜け出す。その結果相対保持時

間は 77 ％ になった。C18 固定相でもカラム出口以降に

背圧を加えることにより水移動相でも十分な分離が達成

される。これらの固定相と移動相は濡れることはなく，

0.2 nm から 0.3 nm の隙間が空いた状態の界面で接して

いると考えられる。お互いが混ざり合わないヘキサンと

水を用いて溶質を液液分配させることと同様に，C18

固定相と水移動相はある界面で接していれば溶質はそれ

ぞれの相に分配することができる。固定相に溶質が分配

できれば保持でき，分離することができる。従来言われ

てきた「固定相は移動相に濡れないと分離できない」は

実は「固定相が移動相で濡れていても，濡れていなくと

も分離には関係なく，充剤細孔内に移動相が存在して

いないと分離できない」と表現すべきであると考えられ

る。

図 3 の結果からここで用いた C18 充剤の細孔内に

水移動相が入り込む圧力を 16 MPa とした場合，実測の

平均細孔半径 5.2 nm と 40 °C の水の表面張力 69.6 dyne

cm－1 を用いて，毛管作用の式からこの C18 固定相と水

との接触角を計算すると，126°の値が導き出された。

また，図 2 の相対保持時間が 50 ％ の時のそれぞれの固

定相の平均細孔径を求めると，C30 は 5.3 nm, C1

（TMS）は 6.9 nm, C18 は 13.2 nm および C8 は 17.1

nm となる。図 2 の相対保持時間が 50 ％ になったとき

のそれぞれの平均細孔径と接触角の余弦関数値（cos u）

が比例すると仮定すると，毛管作用の式を用いて C18

固定相と水との接触角 126°から，他の固定相の接触角

を逆算することができる。その結果は C8 固定相は

140°, C1（TMS）固定相は 108°，C30 固定相は 104°

となった。またこの接触角はあくまでもシリカ表面にそ

れぞれのアルキル基を結合させ，TMS エンドキャッピ

ングを施した状態の固定相表面と水の接触角であり，シ

リカ表面の影響を全く受けていないとは言い切れず，オ

クタデカンやオクタンそのものと水との接触角とは多少

は異なる可能性はある。この接触角については C8 固定

相が最も大きく，C8 よりもアルキル鎖長が長くなると

小さくなり，水に濡れやすくなることが示された。疎水

性はアルキル鎖長が長くなるほど大きくなるため，撥水

性（水との濡れにくさ）も同様に大きくなると考えがち

であるが，実際にはその逆であった。疎水性は水との混

ざりにくさであり，nオクタノールと水との分配比の

対数（Log P）で定義されるが，撥水性は水との接触角

で定義される。定義自体が異なる両パラメーターに対し

て相関性がないことは決して不自然ではない。

4 100 ％ 水系移動相でも保持の再現性の高い

逆相カラム

充剤細孔径が 10 nm 程度の逆相カラムを用いて

100 ％ 水系移動相でも保持の高い再現性を得るために

は，水との接触角が 108 °以下になるような C30 や

TMS カラムを用いることである。C18 固定相でも 100

％ 水系移動相を使用しても保持の再現性が高いカラム

として多く HPLC カラムメーカーから C18AQ などと

称さるカラムが販売されている。これらの C18AQ カ

ラムは固定相と水との接触角が 108°以下になる様に，

高極性のエンドキャッピングを施したり，極性基をアル

キル基内に埋め込んだり，C18 アルキル基の結合密度

を下げたりしている。結果的に固定相の疎水性は下が

り，シリカ基剤表面に水分子が近づきやすくなることに

より，加水分解によるカラム劣化が促進されるので，カ

ラムの耐久性は下がる。C30 カラムは通常の C18 カラ

ムとほぼ同じ炭素含有量で，疎水性は低くなっていない

ため，C18AQ カラムのように耐久性が下がることは

ない。また通常の C18 カラムを用いても図 3 に示され

ている様にカラム出口以降に 5 MPa の背圧がかかるよ

うな配管を接続することにより，充剤細孔内に移動相

が入っている状態であれば，ポンプを停止しない限り，

100 ％ 水系移動相でも保持の高い再現性を得ることが

できる。分析終了直後から充剤細孔内から移動相が抜

け始めるが，C18 固定相を濡らすことのできる 70 ％ 以

上の濃度の有機溶媒の入った溶液を移動相として（カラ

ム洗浄を兼ねて）通液することで，毛管作用により充

剤細孔内にはこの移動相が入り込む。再度分析を開始す

る場合，カラム出口以降に 5 MPa の背圧がかかる状態

で，100 ％ 水系移動相を通液すると，充剤細孔内で

は移動相が抜けることなく置換される。このように分析

終了後 70 ％ 以上の濃度の有機溶媒を含む溶媒を通液す

ることにより，通常の C18 カラムでも，100 ％ 水系移

動相を用いた再現性の高い分析が可能となる。

5 お わ り に

本稿で紹介した逆相クロマトグラフィーにおける 100

％ 水系移動相の使用時の問題点は 40 年以上も前から議

論されている。充剤細孔内からの移動相の抜け出しな

どかなりの部分が明らかになっているが，用語などの使

い方は議論する余地が残されていると思われる。本稿で

はアルキル鎖の立ち上がりや寝込み・倒れ込みは実際に

起こっているかどうかの考察は行っていない。しかし，
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473ぶんせき  

オクタデカンはメタノールに溶けないが，テトラヒドロ

フラン（THF）には溶けることから，メタノール/水系

移動相では C18 アルキル鎖は寝込んでいるが，THF/水

系移動相では立ち上がると推察される11)。
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