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前号では，最近の研究によって明らかにされたアルキ

ル結合型シリカ充填剤表面に形成される固定相の構造に

基づいて逆相液体クロマトグラフィー（reversed-phase 
liquid chromatography, RPLC）における分離機構を解説

した．本号では，引き続いて充填剤表面の修飾基の構造

や移動相組成によって RPLC における溶質の保持挙動

がどのように変化するかについて述べる．また，ピーク

の広がりや歪みがどのようにして生じるのかについて議

論する．さらに，液体クロマトグラフィーにおいて分離

選択性の向上を目的に利用される化学反応（二次的化学

平衡）の導入についても解説する．

4･3　 化学結合型シリカカラムを用いた RPLCにお
ける溶質保持に及ぼす修飾基の構造および移動

相組成の効果

4･3･1　表面修飾アルキル基の鎖長

前号で述べたように，アルキル結合型シリカカラムを

用いた RPLC において主たる固定相として機能するの

は，移動相／アルキル結合層界面とアルキル結合層内部

であるが，両者の溶質保持選択性は全く異なる．このた

め，これら二つの固定相の相対的な大きさによって，分

離選択性すなわち化合物の溶出順が異なることになる．

純水を移動相としたときの水／アルキル結合層界面へ

の種々の化合物の分配係数（DIW）を C8 シリカと C18

シリカについて測定し，両者を比較した結果を図 1 に

示す1）．二つの充填剤は同じシリカ基材を用い，同じ方

法でエンドキャップされたものである．両者の DIW は

ほぼ等しいことから，少なくともオクチル基以上の鎖長

を持つアルキル基で修飾されたシリカ充填剤では，界面
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図 1　 C8シリカカラム（L-column2 C8）および C18シリカカ
ラム（L-column2 ODS）における移動相（水）から水／
アルキル結合層界面への分配係数の比較1）

図 2　 C8（L-column2 C8）および C18シリカカラム（L-column2 
ODS）を用いた SBMLCおよび RPLCにおける有機化
合物のクロマトグラム1）

カ ラ ム サ イ ズ：4.6 mm×150 mm． 移 動 相： 純 水． 温 度：

25 ℃．流量：0.6 mL min－1．検出器：示差屈折率検出器．試

料化合物：A，プロピオニトリル；B，ベンジルアルコール；

C，ジエチルエーテル；D，酢酸イソプロピル；E，ブロモエ

タン；F，クロロホルム；G，ベンゼン．
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の溶質保持選択性には差がないと言える．

C8 シリカカラムと C18 シリカカラムを用いた RPLC
における有機化合物のクロマトグラムを，表面気泡変調

液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー（surface-bubble-modulated 
liquid chromatography, SBMLC）モードにしたときのク

ロマトグラムと比較して図 2 に示す1）．RPLC では充填

剤細孔内が水で満たされているのに対して，SBMLC で

は充填剤の細孔内部は気体（水蒸気）が占めているので

（前号を参照）1）2），水とアルキル結合層との界面の面積

は無視できるほど小さい．したがって，RPLC では移動

相／アルキル結合層界面とアルキル結合層内部の両方が

固定相として機能するのに対して，SBMLC ではアルキ

ル結合層のみが固定相として働くことになる．ここで用

いた有機化合物はいずれも揮発性があるので，気相空間

を通して水とアルキル結合層間を移動するが，これらの

化合物の気相への分配は非常に小さく，無視できる．図

2 からわかるように，SBMLC では C8 シリカカラムと

C18 シリカカラムとで試料化合物の溶出順に変化がな

い．これは，どちらも基本的にアルキル結合層内部への

分配だけで溶質の保持が決まるためである．保持体積が

C8 シリカカラムよりも C18 シリカカラムのほうが大き

いのは，C18 シリカの方がアルキル結合層の体積が大き

いことによる．これらの充填剤の炭素含有量（シリカの

単位重量当たりの炭素重量）を比較すると，C8 シリカ

が 10 ％ であるのに対して C18 シリカは 17 ％ である．

一方，これに対して RPLC では両カラムにおける試

料化合物の溶出順が異なっている．ジエチルエーテル，

ベンジルアルコール，酢酸イソプロピルなどの保持時間

は SBMLC と比べて著しく大きくなっているが，これ

はこれらの化合物の界面への分配係数（DIW）が大きい

ためである．これら親水基を持つ化合物の中には，C8

シリカカラムのほうが C18 シリカカラムよりも保持時間

が大きくなり，二つのカラムで他の化合物との溶出順が

異なるものがある．これは C8 シリカのほうがアルキル

結合層の厚さが小さく，またそのために水と接する表面

積（界面の面積）が大きいことによる．実際に測定され

た カ ラ ム 当 た り の 表 面 積 は，C18 シ リ カ カ ラ ム が

234 m2 であるのに対して，C8 シリカカラムは 292 m2

であった1）．以上の結果から，アルキル基の修飾密度に

大きな差がなければ，疎水性化合物の保持体積はアルキ

ル鎖長が大きくなるにしたがって大きくなるが，親水基

を持つ化合物は逆に小さくなることがわかる．

4･3･2　表面修飾基の化学構造

RPLC に用いられる化学結合型シリカの疎水性修飾基

としては，アルキル基のほかにフェニルアルキル基や

フッ化炭素基などがある．修飾基が変わると，結合層自

体はもちろん移動相との界面における溶質保持選択性も

変化する．フェニルヘキシルシリカカラムを用いた

RPLC では，フェニル基が移動相と接触し，ヘキシル基

が結合層内部を占めるので，結合層への溶質の分配係数

は C18 シリカカラムと同程度である．これに対して，

水／フェニル基界面の界面張力は水／アルキル基界面と比

べて小さいため，界面への分配係数は小さくなるという

違いが生じる3）．

4･3･3　移動相中の有機溶媒濃度

すでに述べたように，RPLC では水とメタノールまた

はアセトニトリルなどの極性有機溶媒との混合溶媒を移

動相として用いて溶質の保持体積を調節することが多

い．一般に有機溶媒濃度が大きいほど溶質の保持体積は

小さくなるが，その変化の程度は溶質によって異なり，

有機溶媒濃度によって溶出順が変わることもある．これ

は移動相／アルキル結合層界面とアルキル結合層内部へ

の溶質分子の分配の有機溶媒濃度依存性が異なるためで

ある．

SBMLC および RPLC における有機化合物のクロマ

トグラム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 3 に示す4）．図 3（a）からわか

図 3　 C18シリカカラム（Capcell Pak C18 UG120）を用いた
SBMLCおよび RPLCにおける有機化合物のクロマトグ
ラムのアセトニトリル濃度による変化4）

カラムサイズ：4.6 mm×250 mm．移動相：0, 1, 5 ％ （v/v）ア

セ ト ニ ト リ ル／水 混 合 溶 媒． 温 度：25 ℃． 流 量：0.5 mL 
min－1．検出器：紫外吸光検出器（190 nm）．試料化合物：A，

2─ブタノン；B，ジクロロメタン；C，1─ニトロブタン；D，

酢酸イソプロピル；E，クロロホルム；F，ベンゼン．
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るように，移動相／アルキル結合層界面の寄与が無視で

き，アルキル結合層内部への分配だけで溶質の保持が起

こる SBMLC では，低濃度のアセトニトリルの添加に

よる保持時間の変化は小さく，溶出順もほぼ同じであ

る．これに対して RPLC においては，2─ブタノン，1─

ニトロブタン，酢酸イソプロピルなどの親水基を持つ化

合物は，少量のアセトニトリルの添加で保持時間が著し

く小さくなり，ジクロロメタンやクロロホルムと溶出順

が逆転する（図 3（b））．これは，RPLC では親水基を

持つ化合物の保持への移動相／アルキル結合層界面の寄

与が大きく（前号図 11），かつその分配係数のアセトニ

トリル濃度依存性が大きいことによる．

RPLC の三つの固定相（水／アルキル結合層界面（界

面溶媒和液相），アルキル結合層内部，シリカ表面）に

おけるアセトニトリルの補正保持体積，VAR（＝VR－

Vm），をメタノールと比較して図 4 に示す（VR と Vm は，

それぞれ溶質の保持体積と移動相体積を指す）．前号で

も述べたように，アセトニトリルとメタノールはともに

アルキル結合層内部へはほとんど分配せず，主に界面に

保持される．したがって，移動相にこれらの有機溶媒が

添加されると，親水基を持つ化合物は界面への保持の割

合が大きいので，保持体積が減少することになる．移動

相中の有機溶媒濃度が大きくなると，移動相とアルキル

結合層内部との間の分配係数も小さくなるが，その効果

は低濃度域では界面への分配係数の減少に比べて小さ

い．このため，上述したような溶出順の逆転が起こるの

である．有機溶媒濃度がさらに大きくなると，界面への

保持の割合は次第に小さくなっていき，移動相とアルキ

ル結合層内部との間の分配の寄与が相対的に大きくな

る．

このように，移動相／アルキル結合層界面とアルキル

結合層内部とでは，移動相からそれぞれの固定相への溶

質の分配係数の有機溶媒濃度依存性が異なるので，全濃

度範囲にわたって単純な関係式で表すことは難しいが，

有機溶媒が比較的低濃度である場合については，保持係

数（k）と有機溶媒濃度の関係が経験的に次式によって

表されることが知られている5）～7）．

log k＝log kw－Sfo    （1）

ここで，kw は純水を移動相としたときの溶質の保持係

数であり，fo は移動相中の有機溶媒の体積分率である．

また，S は溶質と有機溶媒の種類で決まる係数で，

RPLC における溶媒強度として用いることができる．

5　溶質バンド（ピーク）の広がりと形状

5･1 バンドの広がりをもたらす要因
前号で述べたように，クロマトグラフィーにおける分

離の効率は，ピーク幅の大きさとピークの中心がどれだ

け離れているかによって決まる．ここでは，カラム内で

のバンドの広がりを引き起こす三つの主要な要因につい

て述べる．ただし，カラム外すなわち，インジェクター

や検出器セル，配管内部，およびそれらの結合部での溶

質バンドの広がりも無視できないことに注意する必要が

ある．

（1）通常拡散

カラム内の溶質は，濃度の高い領域から低い領域へと

拡散してゆく．この拡散はカラム内のいずれの方向に向

かっても起こるが，問題となるのは移動相および固定相

中でのカラム長さ方向の拡散である．ガスクロマトグラ

フィーとは異なり，液体クロマトグラフィーでは移動相

での拡散だけではなく，固定相における通常拡散の寄与

も大きい場合がある．拡散は時間の経過とともに進行す

るので，この原因によるバンドの広がりは移動相の流量

が小さいほど増大する．

（2）多流路拡散

中空キャピラリーカラムを用いる場合を除いては，移

動相は充填剤粒子の間をぬって流れてゆく．したがっ

て，大きさや形の異なった粒子が不規則に充填されたカ

ラム内には，それぞれ流速の異なった多くの流路が生じ

る．狭く曲がりくねった流路をたどった分子は，広く流

れの速い流路を通った分子よりも遅れてカラム内を移動

することになり，その結果，溶質分子の集合体としての

バンドは広がることになる．このような原因によるバン

ドの広がりは，充填剤の形状や粒子径および粒子径分

布，さらにカラム充填状態の均一性によって左右され

る．真球状で粒子径が小さく，かつ粒子径分布も狭い充

填剤ほど，多流路拡散によるバンドの広がりは抑制さ

れ，高い理論段数が得られる．

（3）物質移動

移動相と固定相との間を移動する溶質分子の速度は有

限であり，移動相は常に流れ続けているため，移動相内

と固定相内のカラム長さ方向の溶質濃度分布にはずれが

生じることになる．すなわち，バンドの先端部では cs＜

KDcm となるのに対してバンド後部では cs＞KDcm となる

（ここで cm と cs は，それぞれ移動相および固定相中での

溶質の濃度，また KD は分配係数である）．その結果，

図 4　 ODSカラム（L-column2 ODS, 4.6 mm×150 mm）に
おけるアセトニトリルとメタノールの補正保持体積への

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1）

移動相：水，温度：25 ℃．
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先端部の移動速度はバンドの平均速度よりも大きく，逆

に後部の移動速度はバンドの平均速度よりも小さくな

り，そのためバンド全体としては幅が拡大することにな

る．この原因によるバンドの拡大の程度は，両相間の物

質移動速度が小さいほど，また移動相流量が大きいほど

増大する．

クロマトグラフィーにおけるバンドの広がりは，上に

挙げた三つの要因がそれぞれ独立に作用する結果生じる

ものとして，理論段高さ（1 理論段当たりのカラム長さ，

H）について次のような理論式が導かれる8）9）．

H＝
L
N ＝2λdp＋

2γmDm

u ＋
2γsDs

u （ 1－R
R ）

　  ＋
qR（1－R）d s2

Ds
u    （2）

ここで L はカラム長さ，Dm および Ds はそれぞれ移動相

および固定相における溶質の拡散係数，dp および ds は充

填剤粒子の直径および固定相の厚さ，λ，γ，q はそれぞ

れカラム充填状態，拡散経路，および固定相構造の不規

則性を示す係数，そして u は移動相の線速度（mm s－1）

である．また R は，溶質バンドの線速度（uR）と移動

相の線速度の比であり，移動率または移動度比と呼ばれ

るが，式（3）に示すように，全溶質量に対する移動相

に存在する溶質量の比と言い換えることもできる．

R＝
uR

u ＝
cmVm

cmVm＋csVs
    （3）

ここで，Vm と Vs はカラム内の移動相体積および固定相

体積である．式（2）の右辺第 1 項は多流路拡散，第 2

項と第 3 項はそれぞれ移動相と固定相における通常拡

散，そして第 4 項は物質移動の理論段高さに対する寄

与を示している．特定の溶質，カラムおよび移動相に対

しては Dm，Ds，R，dp，ds，λ，γ，q は定数とみなせる

ので，式（2）は次のように簡略化できる．

H＝A＋
B
u ＋Cu    （4）

ここで A，B，C は定数である．

移動相の線速度に対する理論段高さの依存性（van 
Deemter プロットと呼ばれる）を図 5 に示す．流速が小

さい場合には通常拡散がバンドの広がりに大きく寄与す

るが，流速が大きくなると物質移動の影響が大きくなる

ことがわかる．また，u＝（B/C）1/2 のとき理論段高さが

最小となり，最も高い分離度が得られることになる．式

（2）および図 5 からわかるように，粒子径および固定

相の厚さが小さいほど高理論段数を得ることができ，流

速の増大に伴う理論段高さの増加も小さい．

Knox は，式（2）および式（4）の第 1 項は実際には

u に依存する（Au1/3）こと，およびカラム充填が均一で

ない場合にその効果が大きくなることを示している10）．

より均一に充填されたカラムや一様な構造を持つモノリ

ス型カラムは，カラム効率を高めることにつながると考

えられる．

5･2　テーリングとリーディング

クロマトグラム上のピークは幅が広がるだけでなく，

対称性が崩れて歪んだ形になることがある．ピークが後

方に尾を引く形をテーリング，逆に前方に裾が延びた形

をリーディングまたはフロンティングという．これらの

非対称ピークを生じる原因は数多くあり，特定すること

が難しい場合もあるが，比較的多いのは，カラムに注入

される試料量が大きすぎて分配あるいは吸着等温線の直

線範囲を逸脱する場合であろう．図 6 に示したように，

等温線が上に凸であるときは試料濃度が大きくなるほど

分配係数が小さくなるので，濃度がより高いバンド中心

図 5　van Deemterプロット
カラム：L-column2 ODS （2.1 mm×50 mm），移動相：アセト

ニトリル／水（50：50），温度：25 ℃，試料注入体積：0.5 
mL，試料：ナフタレン．（一般財団法人化学物質評価研究機構

提供データ）

図 6　分配等温線（上図）とピーク形状（下図）
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部がカラム内を速く移動し，ピークはテーリングを示

す．逆に等温線が下に凸であるときは，ピークはリー

ディングを示すことになる．

カラム内に複数の固定相（分配または吸着部位）が存

在するとき，その中に溶質保持容量（固定相体積または

面積）が小さく，物質移動速度が極端に小さいものがあ

ると，顕著なテーリングを生じることがある．化学結合

型シリカカラムを用いた RPLC においてよく見られる

ピークテーリングは，これによるものと考えられてい

る．例えば，図 2 および図 3 において，ジエチルエー

テル，酢酸イソプロピル，クロロホルムなどのピーク

は，純水を移動相とした系では特に明らかなテーリング

を示していることがわかる．蛍光相関分光法を用いた研

究などによって，オクタデシル（C18）基を表面化学修

飾したシリカ粒子（ODS）表面には溶質分子の脱着速

度が非常に小さい部位がわずかではあるが存在すること

が明らかになっており，これが RPLC におけるテーリ

ングの原因となっていると考えられている11）～13）．また，

この部位は残存シラノール基であると一般に推測されて

いる11）～13）．

図 3（b）は，移動相にアセトニトリルを添加してい

くと，テーリングが小さくなり，ピークの対称性が良く

なることを示している．図 4 からわかるように，アセ

トニトリルは水／アルキル結合層界面に次いでシリカ表

面に多く（長時間）保持される．一方，メタノールのシ

リカ表面への保持は小さい．メタノールは 5 ％ 添加し

ても各化合物のピーク形状にほとんど影響を与えないこ

とから，アセトニトリルがシリカ表面に吸着することに

よって，テーリングが抑制されたものと推定される4）．

なお，図 3（b）では，特に純水系で測定した酢酸イソ

プロピルのピークテーリングが顕著であるが，これはこ

のときの検出条件では感度が低かったため，試料濃度を

高くしたことにより等温線の直線範囲から逸脱したこと

が主な原因である（図 6）．

5･3　化学反応によるバンド拡大

溶質がカラム内で化学反応を起こして，異なる化学種

への可逆的な変換が起こるとき，バンドの広がりが生じ

ることがある8）14）15）．一例として，ジペプチドの一種で

ある l ─アラニル─ l ─プロリン（Ala-Pro）の RPLC にお

けるクロマトグラムの温度依存性を図 7 に示す15）．低

温では二つのピークが明確に分離しているのに対して，

温度が上昇するにしたがってピークが融合し，40 ℃ 以
上では一つのピークしか観測されなくなることがわか

る．また，さらに高温にするとピーク幅が小さくなって

いる．これは，Ala-Pro には trans 体と cis 体が存在し，

溶液中および界面溶媒和液相中で異性化反応を起こして

いることによる．低温では異性化反応速度が小さいの

で，保持時間の小さい trans 体と大きい cis 体が分離して

カラムから溶出するが，温度が高くなると反応速度が大

きくなり，ついには二つの異性体の平衡混合物が一つの

ピークとして観測されるようになるのである．このと

き，理論段高さは移動相の線速度 u に比例して大きくな

る．したがって，その寄与は式（4）の C 項に含まれる

ことになる8）14）～16）．しかし，移動相の流量が大きくな

ると，ピークが分裂するようになる（図 8）15）16）．

図 7　RPLCにおける Ala-Proのクロマトグラムの温度変化15）

カラム：L-column ODS（4.6 mm×100 mm），移動相：0.10 
mol L－1 リン酸緩衝液（pH 7.0），流量：0.65 mL min－1，検

出：紫外吸光検出器（205 nm）．

図 8　 RPLCにおける Ala-Proのピーク形状の流量による変
化15）

カラム：PRP-1（4.1 mm×150 mm），移動相：0.10 mol L－1

リン酸緩衝液（pH 7.0），温度 39.9 ℃，検出：紫外吸光検出

器（205 nm）．
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6　二次的化学平衡による分離選択性の制御

6･1　二次的化学平衡

高速液体クロマトグラフィー（high-performance liquid 
chromatography, HPLC）により試料成分を分離するに

は，各成分の分配係数（保持係数）に十分な差が必要で

ある．理論段数が 10000 のカラムで，分離したい 2 成

分の保持係数の平均が 5.0 のとき，分離係数（α） が 1.1
以上であれば，分離度（Rs）が 1.8 以上となり，ほぼ完

全分離が達成できるようになることが前号の式（6）よ

りわかる．これは HPLC が高い分離能を持っているこ

とを示しているが，各種の異性体のように構造が非常に

似かよった物質どうしを分離するには十分でないことが

ある．このようなとき，カラム内の分離場に化学反応を

導入して高度な分離を達成することができる．これは

HPLC に限られたものではなく，溶媒抽出やイオン交

換でも用いられる方法であるが，HPLC においては，

移動相と固定相との間の分配（吸着）平衡に対比して，

導入される化学平衡を二次的化学平衡と呼ぶことがあ

る17）．

6･2　酸塩基平衡を利用した分離

二次的化学平衡として，RPLC やイオン交換クロマト

グラフィーにおいて最もよく用いられる酸塩基平衡を例

に取り上げて説明する．RPLC においては，移動相に疎

水性の大きな対イオンが加えられていないかぎり，電荷

を持つ化学種，すなわちイオンは固定相に対する親和性

が小さく，中性の化学種よりも保持が圧倒的に小さくな

る．したがって，移動相の pH を変えることによって酸

性化合物や塩基性化合物の荷電状態を変化させることが

できれば，たとえ中性の状態や完全にイオン化した状態

では相互分離できない場合でも，両者が平衡混合物とし

て存在する pH 領域で容易に分離できるようになる．

一塩基酸，HA，を例にとると，その解離平衡は次の

ように書くことができる．

HA ⇄ H＋＋A－        （5）

ここで，A－は酸 HA の共役塩基である．また，酸解

離定数は次式で表される．

Ka＝
［H＋］［A－］

［HA］
    （6）

水溶液中での酸塩基反応（プロトン移動反応）の速度は

各化学種の移動相／固定相間の物質移動速度に比べて極

めて大きく，酸とその共役塩基とが HPLC カラム内で

の溶出過程において分離されることはない．すなわち，

両者は常に平衡混合物として 1 つのバンドの中に存在

しており，酸塩基反応によるピーク幅の拡大などは起こ

らない．したがって，実際に測定される保持係数，kA，

は次のように表される．

kA＝
Vs

Vm（
［HA］s＋［A－］s

［HA］m＋［A－］m ）＝
k0［H＋］m＋k－1Ka

Ka＋［H＋］m
    （7）

ここで，k0 と k－1 はそれぞれ HA および A－がそれぞれ

単独で存在するときに得られる保持係数であり，下付き

の m と s はそれぞれ移動相と固定相の値であることを

示す．

図 9 に，酸型と塩基型の保持係数が等しく，pKa だけ

がわずかに異なる二つの仮想的な弱酸の RPLC におけ

る保持係数と pH の関係を示す17）．この図からわかるよ

うに，分離したい化合物の pKa に差があれば，それらの

保持係数の pH 依存性を利用して分離を達成することが

できる．二つの一塩基酸 A と B の k0 と k－1 が互いに等

しい場合，分離係数が最大となる pH，pHopt は次式で

与えられる17）．

pHopt＝
pKa,A＋pKa,B

2
＋

1
2

log
k0

k－1
    （8）

ここで pKa,A および pKa,B はそれぞれの酸の pKa である．

図 9　 逆相HPLCにおける二つの仮想的弱酸の保持係数の pH
依存性17）

pKa1＝4.4，pKa2＝4.6

図 10　 3─クロロ安息香酸（pKa＝ 3.68）と 4─クロロ安息香
酸（pKa＝ 3.85）の分離17）
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図 10 に 3 ─クロロ安息香酸（pKa＝3.68）と 4 ─クロ

ロ安息香酸（pKa＝3.85）の分離例を示す17）．式（8）

から予測される pH で最も良い分離が得られていること

がわかる．また Tanaka らは，安息香酸のカルボキシ基

の酸解離定数，およびアニリンのアミノ基の塩基解離定

数が，それぞれの官能基中の酸素同位体（16O, 17O, 
18O）および窒素同位体（14N, 15N））によってわずかに

異なることを利用して，この方法による各同位体化合物

の分離ができることを報告している18）～20）．

酸塩基反応のほかにも，イオン交換クロマトグラ

フィーによる金属イオンの分離には錯形成反応が用いら

れるなど，種々の化学反応が二次的化学平衡として

HPLC 分離に利用されている．しかし溶液内化学反応

を二次的化学平衡として導入する場合には，5･3 に述べ

たように，反応速度が十分に大きくないとピーク幅が大

きくなったり，複数のピークが現れたりすることがある

ことに留意しなくてはならない．

7　お わ り に

RPLC における溶質の分離機構を中心に，2 号にわ

たって液体クロマトグラフィーの基礎を解説してきた．

クロマトグラフィーは，溶媒抽出やイオン交換，固相抽

出などで一般に用いられるバッチ法と呼ばれる 1 段階

分離に対して，多段階の分離法とみなすことができる．

現在の HPLC では，150 mm のカラムで 10000 を超え

る理論段数（すなわちバッチ法による 10000 回の分離）

を得ることは比較的容易であるので，それに相当する回

数の分離が，カラムを試料成分が通過する間に行われて

いることになる．それでも，目的とする分離を達成する

には，適切なカラムと移動相の選択をはじめ，多くの条

件を最適化しなくてはならない．そのためには，各種の

液体クロマトグラフィーの分離機構を正しく理解するこ

とが重要である．

逆相系シリカ充填剤を用いた RPLC では，一般に化

学修飾された疎水基が親水性の移動相溶媒とは混和せ

ず，単独の固定相として機能すると近似でき，移動相中

の成分は疎水基表面に移動相とは異なる界面溶媒和液相

を形成して，これも独立の固定相として作用する．前号

の図 7，8，10 に示されているように，溶媒和液相の厚

さは，およそ 1～2 nm 程度と非常に小さいが，界面の

面積は大きいので，溶質分子の保持体積への寄与は非常

に大きくなる．これは特に移動相液体と充填剤の極性の

差が大きいときの特徴である．

一方，修飾基や充填剤の基材自体が移動相溶媒と親和

性が大きく，互いに混和（溶解）する場合は様相が大き

く異なる．たとえば，デキストランゲルやポリアクリル

アミドゲルを充填剤とし，水溶液を移動相とするクロマ

トグラフィーについて考えてみよう．デキストランやポ

リアクリルアミドは 3 次元架橋されているので水に完

全に溶解はしないものの，膨潤して高分子水溶液相を形

成する．このカラム内に固定された高分子水溶液相は，

バルク水溶液とは溶質分子との親和性が異なるので固定

相として働き，移動相水溶液との間に溶質の分配が生じ

る21）．高分子水溶液相中の高分子濃度が大きいほど（一

般には架橋度が大きいほど高分子濃度が大きくなる），

バルク水溶液相との物性の差が大きくなるので，二つの

溶質の分離係数は大きくなる．同様のことはポリスチレ

ンゲルや酢酸ビニルゲルを充填剤とし，有機溶媒を移動

相とするクロマトグラフィーにおいても起こる22）23）．

これらは，一般に水溶液系および有機溶媒系サイズ排除

クロマトグラフィーとして使用される系であるが，常に

分配の寄与があることを忘れてはならない．このよう

に，液体クロマトグラフィーにおける分離場は，充填剤

の表面または基材そのものと移動相成分との相互作用に

依存して，その構成が多様に変化する．一般に固定相は

複数存在することが多く，また，そこで溶質間の分離を

引き起こす作用（分離機構）も一つだけとは限らない．

このため，目的の分離を達成するためのカラムと移動相

の選択は容易でないことが多いが，逆に困難な分離も可

能になることがある．予想しなかった分離挙動やピーク

形状が観測されたときには，ミクロの視点で試料成分分

子やイオンが置かれている分離場と，そこで起こってい

る反応を考えてみることが重要である．
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