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1　は じ め に

分析ラボにおける課題の一つに信頼性・精度向上が挙
げられる．その解決方法には手作業を最小化し，自動
化・省力化を進めることが挙げられる．本稿ではオート
サンプラーを高性能化して実現した事例を紹介する．
前処理工程では希釈や試薬添加が一般的に行われてい
る．手作業で実施される場合には，作業者の熟練度によ
る結果のばらつきが懸念となる．前処理を自動化するこ
とは，信頼性向上や並行精度の向上のみならず，作業者
の化学物質の暴露リスクやコストの低減につながる．
初期溶媒組成による試料調製はクロマトグラフィー性
能にとって非常に重要な要素となるが，抽出溶媒が異な
る場合や測定成分の安定性の観点から強溶媒を使用しな
ければならないことがある．しかし，強溶媒で試料を調
製するとピーク形状の悪化やブレークスルー（非保持）
が引き起こされるため，追加の処理を行い，溶出強度を
下げるなどの処理が必要となる．したがって，クロマト
グラフィー性能と結果の信頼性を両立させることが求め
られる．
反応プロセスモニタリングや Process Analytical 

Technology（PAT）のためのデータ取得では，サンプル
取得の属人性が課題となる．オートサンプラーを高性能
化しサンプリングからデータの処理までを完全に自動化
することによって操作ミスの低減化を図り，分析結果の
信頼性向上のみならず，意思決定の速度を更に向上させ
ることが可能になる．
また，上述のようにラボにおける作業負担軽減のニー
ズは高まっている．そこで，本稿の後半では最小限の手
作業負担で実験者スキルに依存せずに信頼性の高い結果
を得ることができる次世代の HPLCについて述べる．

2　オートサンプラーによる分析精度の向上

2・1　プログラミングによるサンプル希釈の自動化
HPLCで一般的なフロースルーニードル注入の利点で
ある注入量可変のフレキシビリティを応用し，簡易の前
処理をオートサンプラーで実行することができる機能が
インジェクタプログラムである1）．このプログラムによ

り，希釈や添加などのピペッティング作業を自動化する
ことができるため，ミス低減による信頼性向上ばかりで
なく前処理の負担軽減や消耗品や工数などのコスト削減
の効果が得られる．
希釈操作をプログラムする場合，先行事例を参照して
メソッド設定できるが，汎用的に使われる「希釈」，「段
階希釈」，「添加」，「OPA（o -phthalaldehyde）や FMOC

（9-fluorenylmethyloxycarbonyl）試薬によるアミノ酸の
プレカラム誘導体化」の典型的なプログラム機能も追加
した．この機能のテンプレートを用いると，LCの習熟
レベルに依存せずに誰でも簡易前処理の設定が可能にな
り，プログラムの間違いによる試行錯誤の手間を削減し
つつ結果の信頼性を防止することができる．
インジェクタプログラムを活用し段階希釈を行って作
成した検量線の結果を比較すると，手作業で調製した
キャリブレーション溶液の分析で得られた回帰式が y＝
27.85x＋0.53（決定係数 R2 0.99999）であるのに対し，
インジェクタプログラムで調製した試料の分析では y＝
27.64x－0.18（決定係数 R2 1.00000）であり，同等の検
量線が得られた． なお，コントロールサンプル（9 mg/

L）での二つの検量線での定量値の偏差は 1.08 ％ であっ
た2）．

2・2　新規注入方式によるサンプル前処理の省力化
サンプルを極性の高い有機溶媒に溶解した場合に，試
料溶媒との相互作用によってピーク形状の悪化，特にフ
ロンティングやピークのブロードニングが引き起こされ
る場合がある（溶媒効果）．そこで，試料溶媒の溶媒強
度を下げるため，水などによる希釈や乾固及び再溶解に
よる溶媒転溶を行うことが考えられるが，多くの場合，
手作業の負担が増える．
そこで，この問題を解決するため，溶媒効果を低減す
る Feed注入TMを新規に開発した． この方法は，HPLC

で汎用されるフロースルーニードル注入（以下フロース
ルー注入）とは異なり，アジレント独自の注入機構であ
る．
図 1に Feed注入の流路図を示す．Feed注入は，元々

は超臨界流体クロマトグラフィーのために開発された注
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入機構である．CO2の液化状態を維持しながら大気圧
の液体サンプルの注入を両立するために，計量デバイス
で調製したサンプルを加圧しながら注入する．この方法
では，サンプルは移動相に希釈されながらカラム先端に
到達するため，フロースルー注入よりも溶媒効果を抑制
する効果が期待される．
しかし，実試料の分析では，止むを得ず有機溶媒に溶
解しなければならない場合が多い．一例として有機フッ
素化合物（PFAS）が挙げられる．水で調製すると回収
率が低下する懸念や固相抽出に有機溶媒が用いられるこ

となどから有機溶媒での調製となるが，一方で，高感度
定量が必要とされるため，注入量の最大化と溶媒効果の
低減が必要である．
フロースルー注入による PFAS分析の結果と Feed注
入による結果（図 2）を示す3）．フロースルー注入では
サンプル中の有機溶媒が初期移動相組成の溶媒と十分混
和されないためピーク形状の悪化が溶出時間の短いピー
クで顕著に確認されたが，Feed注入では，サンプル注
入量が 2倍であるにもかかわらず良好なピーク形状が
得られた．

2・3　サンプリングと HPLC分析の自動化
近年 PATが実用化され，医薬品，工業製品の生産に
おける合成反応や培養過程を可視化するニーズが高まっ
ている．PATは，可視化によりプロセスの理解を促進
し，意思決定の速度を飛躍的に向上することができる．
一般的な HPLCシステムではユーザーがサンプルを手
作業でオートサンプラーにセットする必要があるため，
サンプルを製造プロセス中から自動的に採取しシームレ
スに注入できる新規バルブを搭載したオンラインサンプ
ルマネージャーを開発した．リアクターから反応液や培
養液を直接オートサンプラー内の計量シリンジで吸引図 1　Feed注入の際の流路図

図 2　フロースルーニードル注入による PFASのクロマトグラム（上，2.5 μL注入）と Feel注入のクロマトグラム（下，5 μL注入）
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し，分析カラムに直ちに注入できるように，図 3に示
すように注入バルブのほかに反応液のサンプリング用の
バルブを備えたモジュールである，この注入システムを
用いたオンライン LCでは，サンプリングのタイミング
を設定しておくだけで，反応液や培養液の経時変化を全
自動でモニタリングすることが可能となる．また，この
注入システムは，反応のクエンチや反応液といった前処
理を自動で実施してから注入することもできる．
図 4には自動合成装置とオンライン LCの接続図及び

コハク酸モノビニルエステルの加水分解反応への応用例
を示す．反応槽からポンプを用いてサンプリング専用バ
ルブに反応溶液を送液し，サンプリングのタイミングご
とに自動的にサンプルを注入し HPLC分析をシームレ

スに行った．また，経時変化を可視化するために横軸に
時間，縦軸にピーク強度や面積値をプロットしたトレン
ドプロットを得ることができる．通常のワークフローで
は表計算ソフトウェアを使用してトレンドプロットを作
成する必要があるが，オンライン LCの専用ソフトウェ
アではピークの積分処理，ピーク同定，面積値やピーク
高さなどの処理をデータの取得後即時に実行し，トレン
ドプロットへのデータポイントを経時的に追加すること
ができる．図 5に示すように出発化合物のコハク酸モ
ノビニルエステルが減少していく反応の推移を可視化す
ることができた4）．

2・4　サンプル位置を自動認識するオートサンプラー
オートサンプラーは連続的に分析を行うための装置
で，シーケンスやワークリストといった連続分析テーブ
ルの通りに指定されたサンプル位置から順に繰り返し注
入動作を行う．サンプルの位置と連続分析テーブルで指
定する位置が一致しないと注入エラーや結果の取り違え
のリスクがある． サンプルの取り違えを防ぐためにバ
イアルへのラベル徹底やサンプル位置のダブルチェッ
ク，得られた結果のレビューなど多段階にわたり注意を
払う必要があり，結果の信頼性確保は作業者の負担と
なっている．図 3　オートサンプラーを活用したサンプリング装置

図 4　自動合成装置とオンライン LCの接続図及びコハク酸モノビニルエステルの加水分解

図 5　コハク酸モノビニルエステルの加水分解のトレンドプロット
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これらの問題を解決するため，オートサンプラーがサ
ンプルの位置と情報を読み取るためのバーコードリー
ダーを開発した．図 6の右下に示したバイアル底面に
あらかじめ印字された二次元バーコードを右上のデバイ
スで読み取り，バイアル位置情報を取得する．これに
よって連続分析テーブルにはサンプルの位置を入力する
必要はなくなり，分析結果の信頼性を向上することが可
能になった5）．

2・5　新規パージ方法による移動相切り替え省力化
HPLCでは移動相の調製が日々必要とされる．新しい
移動相に交換する際には新しい移動相でポンプヘッドを
満たすポンプパージが必要である．この反復作業の負担
を軽減するため，オートサンプラーを活用したスマート
パージを開発し，Agilent Infinity III LCシリーズに実装
した．これにより，パージバルブの閉め忘れや開閉に伴
う待ち時間や手作業を軽減することが可能になった．ま
た，パージの際の圧力変動をモニターし，適切に実施さ

れているか評価しながら実施するため，ユーザーの判断
や確認の手間を最小限にすることができた．図 7には
スマートパージの動作中の圧力モニタリングの一例を示
す． なお，スマートパージは最新の Agilent Infinity III 

LCシリーズのみならず，2014年に販売を開始した
Agilent Infinity II LCシリーズにも追加可能である．

3　まとめと展望

前処理の自動化や省力化がインジェクタプログラムや
新規注入機構による溶媒効果の低減などオートサンプ
ラーの機能を拡張することによって達成できることを示
した．
スマートパージや反復作業を低減するタスク機能を実
装した次世代の HPLCの一層の発展が期待される．
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図 7　スマートパージ実行中のモニタリング画面
上：圧力；下：圧力リップル

図 6　 バーコード印字済みバイアル（右下）とバーコードリー
ダー（右上）を搭載したシステム
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