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1　は じ め に

クロマトグラフィーは二相間における物質の分配，あ

るいは一つの相から界面への吸着の大きさの差を利用

し，一方の相を他方に対して相対的に移動させることに

より，混合物をその成分物質に分離する方法である．二

つの混じり合わない液相を互いに反対方向に移動させて

分離を行う向流クロマトグラフィーを除いては，一般に

一方の相（または界面）を固定することが多いので，こ

れを固定相と呼び，移動する相を移動相という．液体ク

ロマトグラフィーは移動相が液体であるクロマトグラ

フィーであり，生化学物質やイオン性の化学種も含めて

ほぼすべての物質の分離を行うことができる．また，高

感度検出器と高い流量精度で移動相の送液を可能にする

ポンプを利用する高速液体クロマトグラフィー（high-
performance liquid chromatography, HPLC）は，高精度か

つ高感度な定性分析・定量分析を可能にする．このた

め，液体クロマトグラフィーは幅広い領域で利用される

現代社会に不可欠な分析法となっている．

液体クロマトグラフィーは，分離機構に基づいて分配

クロマトグラフィー，吸着クロマトグラフィー，イオン

交換クロマトグラフィー，サイズ排除クロマトグラ

フィーの四つに大別されることが多い．このうち，固定

相に比べて高極性の移動相を用いる分配クロマトグラ

フィーである逆相液体クロマトグラフィー（reversed-
phase liquid chromatography, RPLC）は，あらゆる液体ク

ロマトグラフィー分析の 90 ％ 以上を占めているとされ

る1）．本稿では，最初に HPLC 装置の概略とクロマト

グラフィー分離を表現するパラメータについて述べた

後，RPLC を中心にして，液体クロマトグラフィーにお

ける分離機構をどのように考えるべきか，ピークの広が

りや歪みはなぜ生じるのか，そして化学反応を用いてど

のようにして分離を向上させることができるのかなどに

ついて，最近の研究結果も含めて 2 号にわたって解説

する．

2　HPLC装置

2･1　基本的構成

HPLC では，固定相あるいは固定相を担持した固体

粒子をステンレス製などのクロマト管に充填したカラム

に移動相溶液を送液して分離が行われる．HPLC に用

いられる装置（クロマトグラフ）の基本的構成を図 1

に示す．移動相溶液（溶離液）は送液ポンプによってカ

ラムに送り込まれるが，カラム入口直前で試料溶液が移

動相の流れに導入される．試料溶液中の各成分は，固定

相に対する親和性が大きいほどカラム内での移動速度が

遅くなるので，各成分の移動速度に差があれば，カラム

出口で分離されて出てくることになる．

カラムからの流出液を検出器で連続的にモニタリング

して得られる測定データ，すなわちクロマトグラムを図 2
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図 1　HPLCの基本的構成
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に示す．カラムに注入した試料溶液中の溶質がカラムか

ら溶離するのに要する時間を保持時間（tR）と呼び，ま

たその時間に流れた移動相の体積を保持体積（VR）と

いう．

2･2　送液ポンプ

HPLC による定性分析は保持時間によって，また定

量分析は図 2 の各成分の溶出ピークの面積，すなわち

検出器の応答（一般に出力電圧×時間（µV s）で表され

る）によって行われるので，真度および精度ともに高い

分析を行うために，ポンプには高い流量精度が求められ

る．ポンプには一つの大きなシリンジに溶離液を入れ，

それをプランジャーの押し出しによって送液するシリン

ジ型あるいはワンストローク型と呼ばれるものと，小型

プランジャーの往復運動によって吸引と吐出を繰り返す

プランジャー型または往復動型と呼ばれる構造のものが

あるが，通常の数 mm 以上の内径を持つカラムを使用

する HPLC では，送液量に制限のない後者のポンプが

使用される2）3）．

往復動型ポンプの場合，ポンプ吸引から吐出，および

吐出から吸引への切り替わりの際に移動相流量の変動

（脈流）を生むことになる．しかし，現在では複数のプ

ランジャーを駆動させたり，圧力変動を抑制するダン

パーを使用したりすることによって，脈流を最小限に抑

制することが可能になっており，高い吐出圧力（100 
MPa 以上）で，流量の変動係数も 0.1 ％ 以下の往復動

型ポンプが市販されている．一方，内径が 100 µm 以下

のキャピラリーカラムを用いるナノ液体クロマトグラ

フィーでは，送液量が小さいので，一般にシリンジ型ポ

ンプが使用される．

2･3　試料注入装置

HPLCの定量分析の精確さを左右するもう一つのパー

ツは，試料注入装置（インジェクター）である．手動で

試料溶液を移動相の流路に注入するマニュアルインジェ

クターと多数の試料溶液を自動で注入するオートサンプ

ラーがあるが，いずれも試料溶液を再現性よく常に一定

の体積で注入することが要求される．現在 HPLC で一

般的に使用されているバルブ切替方式のマニュアルイン

ジェクターの構造と動作の模式図を図 3 に示す2）4）．移

動相の流路からサンプルループが切り離された状態で試

料溶液をループ内に満たし（図 3 左），次いでバルブを

切り替えて，流路内にサンプルループを接続することに

よって（図 3 右）試料溶液をカラムへと導く．この方

法は，試料注入量の再現性が高く（変動係数が 0.1 ％ 
以下），耐圧性に優れているため，オートサンプラーも

基本的にこの原理および構造を利用しているものが多

い．ただし，導入するバルブ内部の接液部は試料成分の

吸着などが生じない材質で構成される必要があるほか，

試料溶液が残存することなく，全量が速やかにカラム入

口に移動する構造が求められる．

2･4　検出器

HPLC 用の検出器は，カラムから溶出した試料成分

を検出してデータ処理装置へ信号を出力し，クロマトグ

ラムを得るという役割を担う．したがって，高感度であ

ること，試料成分量または濃度と信号強度との間の直線

関係が広い濃度範囲で成立すること，検出セルやそれに

接続する流路内での溶質バンドの広がりが小さい構造を

持つこと，検出応答が速いことなどが基本的条件として

要求される2）5）．最も汎用される紫外可視吸光検出器の

ほか，示差屈折率検出器，蛍光検出器，電気化学検出器

など，分析対象成分の種類や目的によって，種々の検出

器が利用される．試料成分の光吸収を利用する検出器

は，通常カラムからの溶出液が図 4 に示したようなフ

ローセルを試料成分が通過するときの吸光度を測定す

る．一般的な HPLC 用としては，光路長 5～10 mm，

容量が 3～20 µL 程度のものが多く採用されているが，

ナノ液体クロマトグラフィー用には 1 µL 以下の小容量

のものも用意されている．

また，分析成分の定性的な情報を得ることを可能にす

る検出器も使用することができる．たとえば，紫外可視

吸収スペクトルを得るフォトダイオードアレイ検出器や

質量スペクトルを得る質量分析計などが，その例であ

る．

図 3　マニュアルインジェクター 図 4　紫外可視吸光検出器の Z型フローセル



130� ぶんせき　2023　4

3　液体クロマトグラフィー分離の基礎

3･1　分配係数と保持係数

移動相の流れの中に注入された溶質が固定相に分配も

吸着もしないならば，その溶質は移動相と同じ速さでカ

ラム内を移動し，その保持体積はカラム内の移動相体積

（Vm）と等しくなる（図 2）．ただし，インジェクターか

ら検出部までの移動相体積を測定しているときには，カ

ラム外の配管内部の体積もこれに含まれる．

溶質は保持時間の一部を移動相内で費やし，残りを固

定相内で費やすので，その保持体積は分配係数（KD）

によって決まり，以下のように表される．

VR＝Vm＋KD Vs    （1）

ここで，Vs は固定相の体積である．KD は固定相におけ

る溶質濃度（cs）と移動相における溶質濃度（cm）の比

として定義される（式（2））．

KD＝
cs

cm
    （2）

移動相の流量（体積／時間，たとえば mL min－1 など）

を F とすると，溶質の保持時間は式（3）で表される．

tR＝
VR

F     （3）

したがって異なる溶質は，それぞれの分配係数に依存し

て異なる保持体積および保持時間でカラムから溶離して

くることになる．分配係数は，ある系における移動相と

固定相との間での溶質の分布を示しており，カラムの大

きさに依存しないので分離機構を議論するときの基本と

なる保持パラメータである．しかし，固定相の構造が明

らかでないときや，特定のカラムの保持特性を示すこと

が目的であるときは，次式で定義される保持係数 k を用

いるのが便利である．

k＝
ns

nm
＝KD

Vs

Vm
＝

VR－Vm

Vm
    （4）

ここで ns および nm は，それぞれ固定相および移動相に

存在する溶質の全量（物質量（mol））を示す．液体ク

ロマトグラフィーによって分配係数を測定するには移動

相と固定相の体積の両方のカラムパラメータを知る必要

があるが（式（1）参照），保持係数は移動相体積が得

られていれば溶質の保持体積から計算できることがわか

る．しかし，固定相体積はもとより，移動相体積も正し

く測定することは一般に困難である．このため，固定相

に保持されない（KD＝0）と仮定される分子やイオンを

マーカーとして移動相体積を測定することが多い．保持

係数を決定するときは，どのような方法で移動相体積を

求めたのかを必ず示しておかなくてはならない6）7）．

3･2　分離度と理論段数

クロマトグラフィーにおける 2 成分の分離の程度は，

一般に次式で定義される分離度 Rs によって表される．

Rs＝2（ tR2－tR1
W1＋W2 ）＝2（ VR2－VR1

WV1＋WV2 ）    （5）

ここで W と WV は，それぞれ時間および体積の単位で

表した各成分のピーク幅を示す（図 2 参照）．すなわち，

保持時間または保持体積の差が大きいほど，そしてピー

ク幅が小さいほど分離度は大きい．

分離度は保持係数および理論段数 N と次の関係にあ

る．

Rs＝
1
4（

α－1
α ） N （ kav

1＋kav ）    （6）

ここで α は 2 成分の保持係数，k1 と k2，または分配係

数 KD1 と KD2 の比で定義される分離係数であり（α≧1），

kav は k1 と k2 の平均値である．

α＝
k2

k1
＝

KD2

KD1
    （7）

kav＝
k1＋k2

2
    （8）

理論段数は，カラムを同じ高さを持つ不連続な段が多数

連なったものと仮定し，それぞれの段において移動相と

固定相との間で溶質が分配平衡に達しながら，分離が行

われると考える段理論に基づいて導かれるカラムパラ

メータで，カラムを構成する仮想的な理論段の数をい

う．同じ長さのカラムであれば，理論段数の大きなカラ

ムほどピーク幅が狭く，カラム効率が良いことになるの

で，これを用いてカラムの性能を表すのが習慣になって

いる．段理論で仮定されるカラムは，その構造と次号で

述べる溶質バンド拡大の機構という点で実際のカラムと

はまったく異なっているが，この理論から得られる溶質

ピークの形状は実際に得られるものとよく一致するた

め，実際に得られるピークについて次式により求めた理

論段数がカラム効率を表す指標としてよく用いられる．

N ＝16（ tR

W ）
2

＝16（ VR

WV ）
2

    （9）

式（5）および（9）から，高い分離度を得るには，分

離したい溶質成分の保持時間（保持体積）の差を大きく

する（α を大きくする）とともに，溶質バンドの広がり

を小さく抑える（N を大きくする）ことが必要になる

が，保持体積とバンドの広がりの制御はほぼ独立に扱う

ことができる．前者は平衡論的（熱力学的）考察に，ま

た後者は速度論的考察に基づいて行われることになる．
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3･3　移動相と固定相

移動相と固定相は，最初に述べたようにカラム内に固

定されているか，それとも移動しているかで一般に定義

される．しかしこの定義で移動相と固定相を明確に区別

することはできない．たとえば，多孔質充填剤の細孔内

に入りこんだ移動相液体を考えてみよう．この液体はカ

ラムの長さ方向には流れていないにもかかわらず，溶媒

組成や溶質分子との分子間相互作用に変化がなければや

はり移動相である．すなわち，移動相はカラム内のどの

位置でも同じ速さで移動しているわけではなく，F は移

動相の平均流量である．

一方，溶質分子に対して移動相液体と異なる親和性を

示す相や界面は，カラム内に完全に固定されていなくと

も，カラム長さ方向の速度成分を持たなければ（厳密に

は F より小さい流量であれば），固定相として働くこと

になる7）8）．例えば，ある溶媒組成を持つ移動相が充填

剤表面と接したとき，移動相の各溶媒成分の充填剤表面

との分子間相互作用の違いによって，表面近傍では濃度

（組成）が変化することがある．多孔質粒子表面の大部

分は粒子内部に存在する上，粒子表面直近に形成される

溶媒和液相はカラム長さ方向の速度成分を実質的に持た

ない．したがって，充填剤表面の溶媒和液相は固定相と

して機能することになる．

ちなみに，すべての相が同じ速さでカラム内を移動す

ると，各相の間で溶質分子の分布に偏りが生じたとして

も，どの溶質分子も検出部に到達する時間に差を生じな

いので，当然ではあるがクロマトグラフィー分離は全く

起こらない．

4　逆相液体クロマトグラフィー

4･1　化学結合型逆相系シリカ充填剤

古典的な分配クロマトグラフィーは，固定相となる液

体を多孔性固体粒子に物理的に浸透被覆させて固定化

し，これとは混じり合わない液体を移動相として流すこ

とによって行われた．このような方法では，移動相への

溶解による固定相液体の流出を防ぐために移動相溶媒は

固定相液体で飽和させておかなければならない．しかし

カラム温度や移動相溶媒組成が変化すると相互溶解度が

変わり，固定相が溶けだすことがある．この問題を克服

するため，現在では固定相を化学的に固体担体に結合さ

せた化学結合型の充填剤が使用されている．

現在 RPLC 用として市販されているカラムは 600 種

以上存在すると言われている1）．その多くはシリカゲル

を担体とし，表面のシラノール基（─ SiOH）にシリル

化などにより固定相物質を結合させたものであり，特に

アルキル基を結合した逆相系の化学結合型充填剤は現在

最も広く用いられている．その表面化学構造の例を図 5

に示す2）．この充填剤は機械的強度に優れている上，高

純度で粒径のそろったシリカゲルが供給されるようにな

り，さらには未反応の残存シラノール基を封鎖（エンド

キャップ）する技術が向上して，高いカラム効率を持つ

カラムが国内外の各社から市販されている．基材として

用いられるシリカゲル粒子は，平均細孔径が 10 nm 程

度，比表面積が約 400 m2 g－1，粒子径が 2～5 µm のも

のが一般的であるが，多様な充填剤が市販されており，

対象となる試料化合物などによって最適なものを選ぶこ

とができる．

シリカ基材には高いカラム効率（理論段数）で分離で

きるという特長があるが，修飾基の脱離を引き起こす塩

基性水溶液は原則として使用することができないなどの

欠点があり，化学的安定性に関してはポリスチレン樹脂

を基材とする充填剤や多孔質グラファイト充填剤のほう

が優れている．一方，シリカよりも化学的な耐久性が高

いジルコニアやチタニアを基材とする RPLC 用充填剤

も市販されているほか，表面化学修飾の工夫によって，

より化学的耐久性を高めたアルキル結合型シリカも入手

できるようになっている．

粒子充填型のカラムが多数を占めるが，三次元ネット

ワーク状の骨格と移動相の流路となる空隙（マクロポ

ア）が一体となった棒状の形をもつモノリスシリカカラ

ムも市販されている．マクロポアの孔径は 0.5～10 µm，

シリカ骨格に存在するメゾポアは 10～30 nm 程度の範

囲の大きさを持ち，粒子充填型カラムと比較して大きな

流路（粒子充填型カラムでは粒子外部の空間に相当す

る）をもつため，低圧での送液が可能で高速分離ができ

るなどの特長を持っている9）．

4･2　分離機構

4･2･1　 アルキル結合型シリカ表面に形成される固定
相の構造

液体クロマトグラフィーの固定相は，用いられる多孔

質シリカ粒子の比表面積が大きいことからわかるよう

図 5　 一官能性（a）および二官能性（b）シラン処理によるシ
リカ表面へのオクタデシル基の導入
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に，移動相と充填剤との界面が分離場として大きな役割

を果たすことが多い．これは一般的なスケールの溶媒抽

出では，分配係数への液液界面の寄与が通常無視できる

ことと大きく異なる点であり，RPLC においては特に顕

著である．現在最も多用されている RPLC 用充填剤は，

オクタデシル（C18）基を表面化学修飾したシリカ粒子

（ODS）である．また RPLC の移動相としては，アセト

ニトリルまたはメタノールと水の混合溶媒が汎用され

る．そこで，ODS カラムにアセトニトリルと水の混合

溶媒を移動相として通液する典型的なRPLCを例にとっ

て，その分離場となる固定相の構造を考えてみよう．

図 5 に示したように，C18 基はシリカ表面に固定され

ているが，可動性があることが 13C NMR10）や分子動力

学（MD）シミュレーション11）を用いた研究によって明

らかになっている．またそれは，温度や移動相溶媒の種

類に依存して変化し，温度が高いほど，そして疎水性の

より大きな溶媒に接したとき増大する．したがって，

C18 基は水と接した状態では互いに凝集した状態をとる

が，アセトニトリル濃度が高くなるにしたがって可動性

が大きくなり，より伸長した状態をとるようになる．

水はもとより，メタノールやアセトニトリルの n ─ア

ルカンへの溶解度は非常に小さいので，C18 基とこれら

の親水性有機溶媒が任意の割合で混和して均一相をつく

ることはない．しかし，水よりも C18 基への親和性が大

きいので，ODS 表面近傍ではメタノールやアセトニト

リルの濃度が大きくなる．このため，ODS 表面には移

動相とは溶媒組成の異なる界面溶媒和液相が形成され

る．初期の過剰吸着等温線の測定に基づく研究では，メ

タノールは単分子層，アセトニトリルは多分子層の溶媒

和液相を形成すると考えられたが，現在ではメタノール

やアセトニトリルのみが選択的に ODS 表面に吸着する

のではなく，水も溶媒和液相の成分であり，有機溶媒が

移動相より高濃度の界面液相を形成すると考えるのが妥

当であることが明らかになっている．

二つの平面状 ODS に挟まれた空間にアセトニトリル

と水の混合溶媒を配置したとき，溶媒分子がどのように

分布するかが MD シミュレーションによって解析され

ている．最近の MD シミュレーション研究によって得

られたスナップショットを図 6 に，またシリカ表面か

らの距離（z/nm）の関数として表した C18 基，アセト

ニトリルおよび水分子の濃度（ρ/atoms nm－3）の分布を

図 7 に示す12）．図 6 および図 7 は，RPLC に用いられ

る ODS の モ デ ル と し て，4.5 nm－2（7.5 µmol nm－2）

の表面シラノール密度を持つ β ─クリストバライト（シ

リカの結晶多型の一つ）の表面を，ジメチルオクタデシ

ルシランにより表面密度 1.87 nm－2（3.11 µmol nm－2）

図 6　 MDシミュレーションによって得られた 30 ％ （v/v）ア
セトニトリル水溶液と平衡化したODS細孔のスナップ
ショット12）

原子の色：Si＝黄，O（シリカおよび水分子）＝赤，H（シラ

ノール基および水分子）＝白，アセトニトリル分子＝緑，C
（C18 基およびエンドキャップ基）＝灰色．

図 7　 20～90 ％ （v/v）アセトニトリル水溶液と平衡化した
ODS表面における C18基（灰色），水（W，青），アセ
トニトリル（ACN，緑）の濃度分布12）

領域ⅠとⅡおよびⅡとⅢの境界（黒の破線）は，それぞれ移動

相溶媒の濃度がバルク移動相の 10 ％ および 90 ％ となる位置

を示す．また緑色の破線はアセトニトリル濃度が極大となる位

置を示す．
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で修飾し，ついでトリメチルシリル基によるエンド

キャップを 0.56 nm－2（0.93 µmol nm－2）の密度で行っ

たものについて，シミュレーションした結果を示したも

のである．シラノール基が 2.06 nm－2（3.42 µmol nm－2）

残っており，これは最近の一般的な RPLC カラムに比

べてエンドキャップ率が小さいが，C18 基の修飾密度は

標準的なものである．図 6 および図 7 は，水とアセト

ニトリルはその一部が残存シラノール基に吸着するが，

C18 基層内部にはほとんど存在せず，その表面（外側）

に移動相（バルク液相）よりもアセトニトリル濃度の大

きい溶媒和液相を形成することを示している．すなわ

ち，水とアセトニトリルは C18 基とは混和せず，その表

面に移動相よりもアセトニトリル濃度の大きい溶媒和液

相を形成していることになる．

一方，液体クロマトグラフィーを用いた実験的方法に

よって ODS 表面の溶媒和液相の厚さと溶媒組成が最近

明らかにされた7）8）．アセトニトリル／水混合溶媒が形成

する溶媒和液相の厚さと溶媒組成が移動相中のアセトニ

トリル濃度によってどのように変化するかを図 8 に示

す7）．この研究では移動相と溶媒和液相間での無機イオ

ンの分配を計測して移動相体積（バルク液相体積）と溶

媒和液相体積を求めているが7）8）13）～15），得られた結果は

MD シミュレーションの結果（図 7 など）とよく一致

する7）8）．ここで注意しなくてはならないのは， 純水を

移動相とした場合でも固定相として作用する界面液相

（約 1 nm の厚さ）が存在することである7）14）．このとき

の界面水は C18 基と接することによって，バルク水とは

異なる構造を持ち，溶質分子との相互作用もバルク水中

の水分子とは異なることを意味する．疎水性物質表面に

形成される界面水に関する研究は，近年各種の界面選択

的分光法や MD シミュレーションなどによって急速に

進められており，その描像が明らかになりつつあ

る14）～19）．

以上の結果から，ODS カラムを用いた RPLC の固定

相は，移動相溶媒によって形成される界面溶媒和液相と

C18 結合層によって構成され，さらにこれらに加えてシ

リカ基材表面（シラノール基やシロキサン結合部位）が

溶質の保持に寄与すると結論づけられる．RPLC におけ

る ODS 細孔内の模式図を図 9（左）に示す．

4･2･2　 溶質保持に及ぼすアルキル結合相，界面溶媒
和液相，およびシリカ表面の寄与

RPLC における分離機構として最初に提案されたの

は，疎溶媒和理論と名づけられたアルキル結合相表面へ

の溶質分子の吸着に基づくものであった20）．その後ア

ルキル結合相への溶質分子の分配を考えないと説明でき

ない現象が発見され21），吸着と分配の両方が分離機構

として作用していることがわかってきた．これらは，そ

れぞれ界面溶媒和液相とアルキル結合層への分配と言い

換えることができる．さらにエンドキャップは通常完全

ではないことが多いので，未修飾のシリカ表面も溶質の

保持を引き起こす固定相の一部となる．これらの各固定

相部位の溶質保持への寄与を個別に定量的にとらえるこ

とは困難であったが，MD シミュレーション11）12）22）23） 
および ODS の細孔内に気体を固定化した HPLC であ

る表面気泡変調液体クロマトグラフィー（surface-bubble-
modulated liquid chromatography, SBMLC）24）～27）を用いた

図 9　RPLCおよび SBMLCにおけるODS粒子の細孔内の構造

図 8　 アセトニトリル水溶液を移動相としたときの ODS表面
における溶媒和液相の厚さと溶媒組成7）
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研究によって近年解明が進んでいる．SBMLC における

ODS 細孔内の構造を RPLC における構造と比較して図

9（右）に示す．

図 10 は，4 種の溶質分子をそれぞれ含む 30（v/v）
アセトニトリル水溶液が ODS に接したときの各溶質分

子の濃度（ρ）分布を，水（W），アセトニトリル（ACN），

そして C18 鎖の濃度とともに，シリカ表面からの距離

（z）の関数として示した MD シミュレーションの結果

である22）．この計算結果は，ベンジルアルコールは界

面溶媒和液相（C18 基表面）に特異的に保持されるのに

対して，ベンゼン，エチルベンゼン，アセトフェノンは

C18 結合相内部と界面溶媒和液相の両方に濃縮されるこ

とを示している．また，図 7 にも示されているが，ア

セトニトリルはベンジルアルコールと同様，C18 結合層

表面に濃縮され，溶媒和液相内で濃度が極大となる．

溶質分子が移動相溶液と ODS との間の界面近傍空間

のどの位置に分布しているのかを実験的に明らかにする

ことは，HPLC はもとより，各種の分光法を用いても

難しいとされていたが28），SBMLC を用いることによっ

て，この問題の実験的解明が可能になった8）24）～27）．純

水を移動相としたときの ODS カラムにおける種々の化

合物の保持体積への各固定相の寄与を図 11 に示す．こ

の図は，ベンゼンを例にとると，カラム内を移動するの

に要する時間のうち，56 ％ を界面溶媒和液相中で，

図 10　MDシミュレーションにより得られたODS表面近傍における C18基，水，アセトニトリル，及び溶質分子の濃度分布22）

図 11　 ODSカラム（L-column2 ODS, 150× 4.6 mm）における溶質の保持体積への移動相および各固定相（界面溶媒和液相，
C18結合層，シリカ基材表面）の寄与25）

移動相：水，温度：25 ℃．
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40 ％ を C18 結合層内で，3 ％ をシリカ表面上で，そし

て 1 ％ を移動相中で費やしていることを示している．

この図から，n ─アルコール，ケトン，エーテル，エス

テル，ニトリルなどは，水／C18 結合層界面に選択的に

保持されているのに対して，C18 結合層内部にはほとん

ど分配していないこと，一方，ベンゼン，ブロモエタ

ン，クロロホルムなどは界面と結合層内部の両方に分配

していることがわかる．この結果は，図 10 に示した

MD シミュレーションによる計算結果と非常によく一

致している．

以上の結果から，ヒドロキシ基などの親水基を持つ化

合物はアルキル結合層と移動相の界面に保持されるが，

親水基を持たない疎水性分子は界面とアルキル結合層内

部の両方に保持されることがわかる．イオン性の官能基

をもつ化合物もまた，前者と同様に界面にのみ選択的に

保持される．さらに，化合物によってはシリカ基材表面

の寄与も無視できないことが図 11 より理解される．純

水を移動相としたときの C18 結合層への化合物の分配係

数は，n ─ヘキサデカン／水間の分配係数とほぼ等しいこ

とが明らかになっている24）．これに対して C18 結合層／
水界面への分配係数は，図 11 からもわかるようにそれ

とはまったく異なる．このため，両固定相の相対的な大

きさの違いによって，ODS カラムとして市販されてい

るカラムどうしでも分離選択性が異なる25）．

次号では，これらの結果に基づいて，アルキル基の鎖

長や移動相中の有機溶媒濃度，そして修飾基の種類を変

えると RPLC における溶質の保持挙動がどのように変

化すると予測されるのかを述べる．また，ピークの広が

りを決定する要因や，化学反応を利用した選択的分離法

についても解説する．
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