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1　序　　論

生体高分子やゴムなどの高分子材料，金属ナノ粒子や

カーボンナノチューブ等のナノ材料は，いずれも分子量

やサイズに分布を持っており，その平均値や分布幅を知

ることは，各産業分野において重要なニーズである．こ

れらの分子量分布やサイズ分布を評価する手法として，

光散乱法や電子顕微鏡を用いた分析が挙げられるが，実

際の測定試料は複数の群の分布を持っていたり，その分

布幅が広範であったりするため，確からしい分析を行う

ことが困難である場合がしばしばある．そのため，これ

ら評価の前段階に，高速液体クロマトグラフィー（high 
performance chromatography, HPLC）やサイズ排除クロ

マトグラフィー（size exclusion chromatography, SEC）等

の分級法を用いて，サイズ分級した後に分析を行う手法

が従来用いられている．しかし，これらの分級法では分

離カラムに固定相を使用するため，分析対象の試料ごと

に様々な測定上の課題がある．

例えば，高分子試料では試料の分子内に存在するイオ

ン性官能基が SEC カラムの固定相と相互作用し，理論

通りの保持時間で溶出しない場合や，SEC カラム内で

分子鎖の切断が起こる場合もある．このような試料は

SEC カラムでの正確な分離が困難であり，分子量分布

を求めることができない．また，ナノ材料に対しては分

離に用いる SEC カラムで分級可能なサイズ範囲の狭さ

（数 nm～100 nm 程度）から，広範なサイズ分布を有す

るナノ材料のサイズ分布測定には適さない．

これらの課題に対し，流動場分離法（field flow frac-
tionation, FFF）は分離層に固定相を有さず，試料の持つ

拡散係数の違いによって分離を行う分級法であり，広範

囲のサイズ範囲（数 nm～100 μm）の試料の分析に対

応できることから，上述のような課題を克服することが

できる．

本稿では，各種 FFF 法の原理と特徴を解説し，各分

野における最新の解析適用事例について紹介する．

2　FFF法の原理と特徴

2･1　概説

FFF 法は 1966 年に J. C. Giddings によって開発され

た分離分析手法1）であり，精密な流れの制御が重要とな

る．報告された当初は研究開始の段階であり，実用化に

は程遠い状況であったが，1995 年に初の汎用型 FFF が

開発された．その後，装置開発が日進月歩で進められ，

現在では Postnova 社，Wyatt Technology 社，島津製作所

から取り扱いが簡便な汎用型 FFF 装置が販売されてお

り，近年普及が進んでいる．この手法はもともと分子量

が 1000 万を超えるような超高分子の分子量分画に使用

されてきたが，フラクションコレクターに接続して，分

級後の試料を回収するだけではなく，現在では光散乱

（light scattering, LS）検出器や紫外・可視分光（ultravio-
let-visible absorption spectrometer, UV-vis）検出器，示差

屈折率（refractive index detector, RI）検出器，誘導結合

プラズマ質量分析装置（inductively coupled plasma-mass 
spectrometer, ICP-MS）等，様々な検出器を組み合わせ

ることができる．それゆえ，FFF 法の用途は生体，有

機高分子だけではなく，金属ナノ粒子やカーボンナノ

チューブ等のナノ材料の分離分析へとかなり広範なもの

となっている．

FFF 法では試料のサイズに依存した自己拡散現象と，

その拡散方向とは逆の方向から外部の力（分離場）を与

えることによって，サイズ分離を行う．この時に外部か

ら加える分離場には，流れ，遠心力，熱勾配，電場，磁

場，重力場等様々な種類があり，各 FFF 法の特徴と適

用可能な分析対象試料の違い等について表 1 にまとめ

た．本稿ではその中でも代表的な 2 種類の手法（流れ，

遠心力）について原理と特徴を解説する．

2･2　各 FFF法の種類と特徴
2･2･1　非対称流れ流動場分離法

非対称流れ流動場分離法（asymmetrical flow field-flow 
fractionation, AF4）は，液の流れによって分離場（流れ

場）を形成し，試料のサイズ分離を行う FFF 法であり，

最も一般的に利用されている．AF4 法では図 1 に示す
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分離チャネルと呼ばれる分離層を用い，その内部で水平

方向の流れ（チャネルフロー，フォーカスフロー）と垂

直方向の流れ（クロスフロー）を組み合わせて，流れ場

を形成する．分離チャネルは上下二つのプレートの間に

数百 μm の厚みを持つスペーサーを挟むことによって，

試料を分離する層を形成している．下部のプレートは浸

透性のある多孔質のフリット構造を有し，試料がプレー

トの外に通過しないように限外ろ過膜を下部プレートの

上（分離層内部）に設置している．この構造によって，

試料を損失することなく，クロスフローの液のみが系外

に排出される．

次に，AF4 法での試料のサイズ分離の原理を図 2 に

示す．AF4 法におけるサイズ分離は大別して，①試料

注入，②フォーカス，③リラクゼーション，④溶出の四

つのステップから構成される．

まず初めに試料注入ステップで，試料を分離チャネル

に注入すると，試料は層内でランダムな自己拡散を起こ

して試料注入ポートを中心に一定の拡がりを持って分布

するようになる．次に，フォーカスステップでは AF4

法による試料のサイズ分離の準備を行う．図 2（a）に

示したチャネルフロー（図中の左から右への流れ），

フォーカスフロー（図中の右から左への流れ）に加え，

クロスフロー（図中の下方向への流れ）を用いて，左右

両方向ならびに下方向への流れを与えることで，試料を

一定の位置（フォーカスポイント）に集める．この

フォーカスポイントでは水平方向だけではなく垂直方向

の力もかかるため，下部プレート上の限外ろ過膜に試料

が沈降していく（図 2（b））．続くリラクゼーションス

テップでは，クロスフローを減少させて流れ場を弱める

と，試料が沈降した際にフォーカスポイント付近で生じ

た試料の濃度勾配に逆らって，より希薄な濃度の方向に

試料は拡散しようとする．ここで，これらナノ～サブミ

クロンサイズの試料は，式（1）に示す Stokes-Einstein
の式に従った拡散係数を有しており，液中でサイズに依

存したブラウン運動をしている．

Rh＝
kT

6πηD     （1）

Rh：流体力学的半径，η：溶媒粘度，k：Boltzmann 定

数，T：絶対温度，D：拡散係数

つまりこの時，サイズの小さな試料ほど拡散係数が大

きく，より強く拡散するため，限外ろ過膜から遠く離れ

表 1　各 FFF法の特徴および分析対象試料2）～7）

FFF の種類 AF4 CF3 ThFFF2） EAF43） MgFFF 4）5） GrFFF 6）7）

分級原理 流れ場 遠心力 熱勾配 電場，流れ場 磁場 重力場

分級因子 サイズ，分子量 サイズ，分子量，

密度

熱拡散係数 サイズ，ゼー

タ電位

磁化率 サイズ，密度

対象試料 高分子，コロイド，粒子，タンパク質，

細胞等

主にポリマー 帯電試料 磁性粒子 細胞，マイク

ロ粒子

適用可能範囲

（分子量，粒

子径）

500～1012 Da
1 nm～100 μm

（ナノサイズへの適

用が多い）

10 nm～20 μm
( 試料の材質と密

度に依存）

10 kDa～20 MDa AF4 に準拠 ～数 100 nm 1～100 μm

市販装置 〇 〇 〇 〇 × 〇

図 1　AF4分離チャネルの概略図

図 2　AF4法におけるサイズ分離機構
（a）試料注入ステップ，（b）フォーカスステップ，（c）リラク

ゼーションステップ，（d）溶出ステップ．



354� ぶんせき　2023　9

た位置まで拡散するが，サイズの大きな試料では拡散係

数が小さく，拡散があまり起こらないため，限外ろ過膜

の近くに留まったままとなる（図 2（c））．このように

して分離チャネル内で垂直方向に試料のサイズに依存し

た分離が行われる．その後，溶出ステップにおいて，

フォーカスフローを止めて流路を切り替え，分離チャネ

ルの出口の方向にチャネルフローを流し出すことによっ

て，サイズ分離した粒子をそれぞれ検出する（図 2

（d））．この時，分離チャネルの厚みを 1 mm 以下とする

と，チャネルフローは層流となる．そのため，分離チャ

ネルの深さ方向の中心部ほど流速が速くなり，分離チャ

ネルの中心部近くに拡散したサイズの小さな試料から順

に溶出させることができる．なお，リラクゼーションス

テップで試料が拡散する最大距離は下部プレートから垂

直方向に約 10 μm であり，分離チャネルの下部領域の

みで拡散が起こる．そのため，最大流速となる中心部を

超えて上部に試料が拡散することはなく，試料の拡散係

数（すなわち流体力学的半径）の違いのみによって，適

切なサイズ分離が達成される．

ここで，AF4 法における試料の溶出時間（保持時間）

は式（2）のように定義されている8）．

tR＝
w2

6D ln（1＋
Vc

V0 ）    （2）

tR：保持時間，w：分離チャネルスペーサー厚み，

Vc：クロスフロー流量，V0：チャネルフロー流量

式（2）に式（1）を代入すると，式（3）が得られる．

tR＝
w2Rhπη

kT ln（1＋
Vc

V0 ）    （3）

この式から，流体力学的半径が小さくなるほど，AF4

法における保持時間が小さくなることが分かる．また，

w, Vc, V0, η, T の変数のうち，w, Vc, V0 は AF4 装置に固

有の変数であり，これらを変更することで試料の保持時

間を任意に変更し，サイズ分解能を制御することができ

るため，測定試料に応じてユーザーの任意で調整可能で

ある．以上のように，同様に試料のサイズで分離する

SEC とは異なり，AF4 法は分離層に固定相を持たず，

試料の流体力学的半径のみに依存した分離が可能であ

り，装置に固有の変数を任意に変更することで，幅広い

サイズ範囲の試料を分離分析することができる手法であ

る．

2･2･2　遠心流動場分離法

遠心流動場分離法（centrifugal field-flow fractionation, 
CF3）は遠心力による分離場（遠心場）を利用した分離

を行う手法であり，近年ナノ材料の分級技術として注目

されている．CF3 法では AF4 法とは異なり，分離は対

象試料のサイズだけではなく，対象試料の密度にも依存

した分離がなされる．図 3 に CF3 分離チャネルの概略

図を示す．CF3 法では円環状のチャネルを高速で回転

させることで発生した遠心力を使って，試料の分離が行

われる．

次に，CF3 法における試料の分離の原理を図 4 に示

す．CF3 法における分離は大別して，①試料注入，②

リラクゼーション，③溶出の三つのステップから構成さ

れる．

初めに試料注入ステップでは試料を分離チャネルに注

入する前に，あらかじめ一定の回転数（初期回転数）で

回転させておき，その後，回転する分離チャネルへ試料

を導入する．次にリラクゼーションステップでは，回転

を継続しながらチャネル内の送液を停止して，分離チャ

ネル内の流れを止める．この状態で一定時間が経過する

と，試料は沈降して分離チャネルの下部壁面付近に集

まっていく（図 4（a））．試料の密度が一定の場合，試

料の自己拡散力と遠心力のバランスが試料のサイズのみ

に依存して異なるため，大きなサイズの試料は壁面側に

留まり，小さなサイズの試料は流路の中央側に拡散して

いく．その後，送液を再開すると，分離チャネル内の流

れは層流となるため，中心部ほど流速が速くなり，AF4

図 3　CF3分離チャネルの概略図

図 4　CF3法におけるサイズ分離機構（断面図）
（a）試料注入ステップ，（b）リラクゼーションステップおよび

溶出ステップ．
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法と同様に小さなサイズの試料から順番に溶出する（図

4（b））．

ここで，CF3 法における試料の保持時間は式（4）の

ように定義されている．なお，G は後述するが，初期回

転数で調整可能なパラメータである．

tR＝
πΔρwGd3 Vc0

36kTV     （4）

G＝（2π×RPS）2r    （5）

Δρ：試料とキャリアー溶液の密度差，d：試料の直径，

Vc0：分離チャネル体積，V：チャネル流量，G：初期重

力場，RPS：角速度，r：遠心回転軸からの距離．

これらの式から，CF3 法では試料のサイズと密度に

依存した分離がなされることが分かる．特にサイズに関

しては試料の直径の三乗に比例して保持時間が変化する

ため，原理的に AF4 法よりも高い分解能を達成可能な

点が利点である．

この他，電場と流れ場を利用する EAF43）や熱勾配場

を利用する ThFFF9）等も市販装置が開発され，各分野で

利用されている．

2･3　FFF法における分離条件の最適化
各 FFF 法で試料を分離分析する際，それぞれの試料

に適した分離条件で分離を行うことが重要となる．各パ

ラメータが分離に及ぼす影響に関する理論は既に確立さ

れており，以下に分離条件の検討の際に必要となるパラ

メータについて述べる．

まず初めに FFF 法では試料の溶出時間に影響を与え

る指標として，保持力パラメータ（retention parameter, 
λ）と呼ばれる試料の保持のされやすさを表す指標があ

る．ここで AF4 法，CF3 法における λ は以下の式（6）

および（7）で示される．

（AF4 法）

　λ＝
kTV0

3πηVcw2d     （6）

（CF3 法）

　λ＝
6kT

πd 3GwΔρ
    （7）

この λ から，どの物理化学パラメータが分離に影響

するかを知ることができ，AF4 法では試料の直径，

CF3 法では試料の直径の三乗と密度に反比例して大き

くなることが分かる．この λ が大きいほど，分離チャ

ネル内に保持されにくくなり，速い時間で溶出する．

FFF 法では試料の溶出時間 tr と void（保持されずに最

初に溶出する画分）の溶出時間 t0 の比として定義され

る保持レベル（retention level, RL）が十分に大きい，つ

まり両者の画分のピークが十分に離れるように分離条件

を設定する必要がある．RL は以下の式（8）で計算する

ことができる10）．

RL＝
tr

t0
＝

1
6λ（coth（1/2λ）－2λ）

    （8）

ただし，AF4 法の場合，厳密には式（6）には従わな

いものの，実用上は非常に優れた近似であり，RL≧7.2
で 1 ％ 以内，RL≧3.3 で 5 ％ 以内，RL≧2.3 で 10 ％ 
以内の誤差であることが報告されている11）．また，λ が

十分に小さい（AF4 法：λ＜0.03，CF3 法：λ＜0.02）

場合，以下の近似式（9）を用いて，5 ％ 以内の誤差で

近似解を得られる．

RL＝
tr

t0
≅ 1

6λ
    （9）

いずれの FFF でも，RL＞5 となるようにすることが

推奨12）されており，このパラメータから未知試料の適

切な分離条件をある程度推測することができる．

以上のことから，AF4 法ではチャネルフロー流量お

よびクロスフロー流量，スペーサー厚み，CF3 法では

初期回転数を適切な値に設定し，RL をこの範囲内に収

まるように調整することで，良好な分離を達成すること

ができる．

2･4　分離した試料のサイズ計測方法

FFF 法はあくまでも分離・分級法であり，分離を行っ

ただけでは，そのサイズを計測することはできない．そ

こで適切な検出器を用いて，正確にサイズを計測するこ

とが必要となる．サイズの計測方法は大別して，①光散

乱法による直接計測法，②サイズ既知の標準粒子を用い

て作成した較正曲線を用いる間接計測法の 2 種類が存

在する．

前者については，高分子の分子量，サイズ測定に関し

ては静的光散乱法（static light scattering, SLS）が主に用い

られ，ナノ材料のサイズ測定には動的光散乱法（dynamic 
light scattering, DLS）法が用いられることが多い．詳細

な計測原理については本稿では割愛するが，これまでに

詳しく解説された文献があるので，必要に応じて参照さ

れたい13）14）．

また後者の方法では，複数のサイズ既知の標準粒子を

あらかじめ FFF 法で測定し，各サイズの粒子の保持時

間を求めておく．その後，粒子サイズと FFF 法で得ら

れた保持時間の相関関係を求め，較正曲線を作成する．

図 5 に較正曲線の例15）を示す．最後に未知試料の FFF
測定を行い，得られた保持時間を前述の較正曲線を用い

て，サイズに変換することで計測を行う．

前者の光散乱計測法では，直接試料のサイズを測定で
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きるという利点がある反面，光散乱法の検出感度があま

り良くないため，試料が微量もしくはそのサイズが微小

となった場合には適用することが難しい．それに対し

て，後者の間接計測法では，UV 検出器や ICP-MS を用

いれば，より高感度な試料の測定ができる反面，適切な

標準粒子が必要となること，バンドブロードニング

（ピークの広帯域化）の影響を受けるため，実測した粒

子径分布の補正を行う必要がある．バンドブロードニン

グ効果の補正方法については報告例があるので，参照さ

れたい15）16）．

3　各分野における FFF分析の適用事例

まず，金属ナノ粒子に対しては，FFF の検出器に LS
や ICP-MS 等の複数の検出器を直列で接続し，サイズ

分布やその個数濃度を定量分析することが一般的に行わ

れている．例えば，A. Sánchez-Cachero17）らは，自然環

境中での白金ナノ粒子（PtNPs）の動態を調べるために，

腐食酸（HA）とサイズが既知の PtNPs を混合し，その

サイズ分布の経時変化を AF4-ICP-MS で調査した．そ

の結果，HA 共存下では PtNPs の凝集を抑制し，分散

安定性が向上することを報告している．このように自然

環境中でのナノ粒子の安定性をモニタリングするのにも

AF4 法は有用であることが分かる．

また，著者15）18）らは鉄鋼材料中に含まれる金属ナノ

粒子（ナノ析出物）の試料代表性のあるサイズ分布を測

定するために，AF4-ICP-MS 法の適用を報告している．

非水溶媒を用いた電気分解によって，鉄マトリックスを

選択的に溶解して，分散液中にナノ析出物を抽出し，そ

のサイズ分布や個数濃度を AF4-ICP-MS 法で測定した．

鉄鋼材料の熱処理によって，ナノ析出物の個数濃度がど

の程度変化するのかを定量的に解析している．

さらに，近年では AF4 法と CF3 法を接続して，材料

の分級能力を向上させる取り組みが報告されている．

H. Kato19）らは AF4 装置の後段に CF3 装置を接続した

Hyphenated FFF （AF4-CF3）を用いて，ポリスチレン

ラテックス（PSL）粒子（平均サイズ：70 nm および

309 nm）とシリカ粒子（平均サイズ：280 nm）を混合

した試料を分離分析した．AF4 法のみでは，PSL 70 
nm はサイズの違いによって分離がなされるものの，

PSL 309 nm とシリカ 280 nm の粒子径が近しく，これ

らが分離されずに一つのピークとして観測された．その

一 方 で，AF4-CF3 法 で は PSL 70 nm，PSL 309 nm，

シリカ 280 nm をそれぞれ十分な分解能で分離すること

ができている．AF4 法と CF3 法を組み合わせることで，

サイズと密度の二種類のパラメータで二次元的な分離が

可能となる．このように異なる分級原理を有する FFF
を上手く組み合わせることで，分離・分級の適用範囲は

大きく広げられると期待できる．

この他，ナノ材料20），環境，食品21），化粧品22）等の

各分野における適用例は数多く報告されており，非常に

有用な分離分析手法となっている．

4　結　　言

本稿では代表的な FFF 法の基礎原理と特徴，使用時

の注意点について解説し，各分野における適用事例を数

例紹介した．FFF 法は広範なサイズ範囲の試料の分析

に対応でき，分離層に固定相を持たないことから，分離

層内部との試料間の相互作用が少なく，様々な分野に適

用できるという利点を有する．現在では，国際標準規格

（技術仕様書）12）が発行され，FFF 法を利用する上での

注意点や実施する上でのポイント，結果の不確かさの発

生要因等が解説されているため，新規ユーザーの技術的

なハードルは 10 年前よりも確実に下がってきている．

そのため，今後より多くの技術者が FFF 法を活用し，

この分野の知見を深めていくことで，本技術のさらなる

発展が期待される．
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　日本分析化学会の機関月刊誌『ぶんせき』の再録集 vol. 2 が出版されました！　初学者必見！ 正しく分析するための
241 ページです．

　本書は書籍化の第二弾として，「入門講座」から分析試料の取り扱いや前処理に関する記事，合計 36 本を再録しました．

　『ぶんせき』では，分析化学の初学者から専門家まで幅広い会員に向けて，多くの有用な情報を提供し続けています．
これまで掲載された記事には，分析化学諸分野の入門的な概説や分析操作の基礎といった，いつの時代でも必要となる手
ほどきや現役の研究者・技術者の実体験など，分析のノウハウが詰まっています．

　本書は下記の二章だてとなっています．

〈1章　分析における試料前処理の基礎知識〉  
 1.　土壌中重金属分析のための前処理法

 2.　岩石試料の分析のための前処理法

 3.　プラスチック試料の分析のための前処理法

 4.　金属試料分析のための前処理

 5.　分析試料としての水産生物の特徴と取り扱い

 6.　食品分析のための前処理法

 7.　Dried blood spot 法による血液試料の前処理

 8.　生体試料のための前処理法（液─液抽出）

 9.　生体試料のための前処理法（固相抽出）

10.　環境水試料の分析のための前処理法

11.　大気中揮発性有機化合物分析のための前処理

12.　放射性核種分析のための前処理法

13.　脂質分析のための前処理法

14.　糖鎖分析のための試料前処理

15.　イムノアッセイのための前処理法

16.　 加速器質量分析における超高感度核種分析のための試料前
処理法

17.　生元素安定同位体比分析のための試料前処理法

18.　セラミックス試料分析のための前処理法

〈2章　分析試料の正しい取り扱いかた〉  
 1.　生体（血液）

 2.　生体（毛髪）

 3.　金属（非鉄金属）

 4.　金属（鉄鋼）

 5.　食品（酒類）

 6.　医薬品（原薬・中間体・原料）

 7.　海水（微量金属）

 8.　考古資料

 9.　海底下の試料（地球深部の堆積物および岩石）

10.　岩石

11.　食品（農産物の残留農薬）

12.　ガラス

13.　環境（陸水）

14.　温泉付随ガス

15.　透過電子顕微鏡観察の試料調整

16.　環境（ダイオキシン類）

17.　高分子材料

18.　沈降粒子

　なお，『ぶんせき』掲載時から数年が経過しているため，記事の中には執筆者の所属も含め，部分的に現在の状況とは
異なる内容を含むものがあるかもしれません．本書では，各記事の『ぶんせき』掲載年を明記することで，再録にともな
う本文改稿を割愛しました．これらの点については，執筆者および読者の方々にご了承いただきたく，お願い申し上げます．

　本シリーズが化学分析の虎の巻として多くの方に活用されることを願ってやみません．


