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１．はじめに

　分離技術は欠かすことのできない現代科学技術のひとつであり，水や空気の浄化，石油やガスの精製，医薬や農

薬の精製，血液の浄化，医療診断，そして環境分析など，われわれの生活は各種の分離技術によって支えられてい

る。将来の重要な生産技術とされるコンビナトリアルケミストリやバイオテクノロジーにおいても，高度な分離技

術の導入があって初めてわれわれの生活に新規物質が送りだされているし，もしそうでなければたいへん不気味な

事態に陥る。

　ところで，この分離技術に高分子は大きく貢献してきた。低分子では実現しにくい化学的・物理的な安定性が確

保できるとともに，成形・加工性における自由度の高さが好ましく受け入れられているためである。天然高分子で

あるセルロースを基体とする濾紙を用いた「濾過」は分離のもっとも初歩的な手法であり，泥で濁った水を濾紙で

こすと，ある程度水は透明度を取り戻す。すなわち，この「濾過」を「膜を通じた精製技術」としてとらえると，

高分子は膜という形態を獲得することによって分離に大きく貢献していることがわかる。おそらく，目的とする物

質を希釈することなく大量に精製する技術としては，膜分離法が今後もさらに発展し，社会に貢献していくであろ

う。膜分離についての進展については後の機会に譲るとして，本稿ではカラムを利用する分離について概説する。

このカラム法は一般に分離対象物が希釈される点において不利な要素をかかえているが，分離剤の機能の設計や開

発が容易で，空のカラムにこの分離剤を充填するだけで高性能な分離ユニットができ上がること，結果として圧倒

的な理論段数の高さが達成されるために精密な分離が実現できる点においてたいへん魅力のある分離技術と言える。

本稿では，カラム法の優位性を支える充填剤の進歩，とくに分離能に優れ，汎用性の高い化学修飾シリカを用いる

高速液体クロマトグラフィ（ＨＰＬＣ）用充填剤について概説するとともに，この分野における高分子の新しい展

開について紹介する。

２．充填剤の機能設計

２．１　基体の選択

　ＨＰＬＣは，迅速かつ高精度に分離・分析が可能な分離技術であり，この発展には，分離の高速化や装置の低価

格化，コンパクト化，検出器の多用化などが大きく貢献している。これに比べて，分離の原点である充填剤（分離

剤）についてはそれほど劇的な進化を感じない。後述するように，現実にはさまざまな分離剤が開発されているが，

今のところそれらが市場に出回る確率はかなり小さい。その理由の一つとして，もっとも広範に使用されているシ

リカゲル系に限って言うと，オクタデシル化シリカゲル（ＯＤＳ）に代表される疎水化シリカゲルというかなりオ

ールマイティな充填剤の存在がある。多少の欠点は使用条件の最適化（ソフトウェアの充実）や充填剤のわずかな

改善（ケミカルモディフィケーション）によって補われている。とくに，品質管理や臨床検査等を日常としている

分野では，上記に代わる新しい充填剤への変更にはかなり抵抗感があるようだ。とは言っても，医薬や農薬の光学

分割が当たり前の時代になっており，より精密な分離を余儀なくされる今後に，既存の分離剤だけでは対応しきれ

ないのは明白である。

　カラム法においては，分離に関与しないいわゆる無駄体積が大きくなると，保持係数が小さくなるだけでなく，

ピークのブロードニングが起こり，結果として分離度が低下する。無駄体積を小さくするための一般的な解決策は，

形状が均質で径の小さな微粒子を用いて充填効率を向上させる方法である。ＯＤＳにおいては，分析レベルでは直

径５±1μｍの球状粒子が一般的であり，それより直径が大きく，また径の分布の広いものでは分離能が格段に低

下する。最近では，平均粒径が２μｍや１μｍ程度のもの 1,2) まで登場するようになった。ただし，分析ではなく

分取を目的とする場合には，流速やコスト面を重視して直径数１０～２５μｍ程度のものが利用されている。一方，

充填効率の向上は流速の増大に伴う圧力増大を引き起こす。シリガケルのように無機系の硬質粒子ではこの問題に

対応できるが，多糖類ゲルのように軟質で膨潤性の高いゲルの場合にはきわめて深刻な問題となる。水系サイズ排

除クロマトグラフィ（ＳＥＣ）で広範に使用されているデキストランやアガロースゲルはきわめて耐圧性が低く，

直径４５～１０５μｍのものでさえＨＰＬＣに対応しない。そのため，水系ＳＥＣの分野では，高流速に耐えられ



る充填剤の開発が重要な課題となっている。

　しかしながら，基体が硬質で均質な粒子でありさえすれば良いというわけではない。基体としてもっとも広く利

用されているシリカゲルにいて言及すれば，物理的な安定性に優れ，粒径や細孔径，比表面積の制御が可能なため

理想的な基体としての地位を確保しているように思うが，それなりの欠点も有している。第一の欠点は，シリカゲ

ル自体がシラノール基による弱い酸性を示すイオン交換体である点にある。ＨＰＬＣでは一般にこのシラノール基

の反応性を利用して化学修飾する（官能基を導入する）ことによって様々な分離機能を付与させるが，この残存す

るシラノール基が好ましからぬ静電吸着作用を示すために，分離機構を複雑にするからである。また，酸やアルカ

リによって加水分解されやすいという欠点もある。ＯＤＳの場合，使用上の保証範囲はｐＨ３～８とされているの

が一般的である。このような限定は，ペプチド類のように様々な等電点を有する物質の分離に致命的な使用上の制

限を与える。この欠点を補うために，高分子で化学修飾する方法 3)やシリカゲルの代りにチタンなどを担体として

用いた例 4)がある。さらに高性能な分離を目指す場合には，シリカゲル中の金属不純物の存在も問題視されている。

二次的な予測不可能な保持の温床となるからである。5)

　一方，多糖類ゲルに代表されるように，高分子を基体とする充填剤は耐圧性において不利であることを先に強調

したが，上述のシリカゲルにおける欠点を排除した材料を選択できる点においては優位性が認められる。多糖類ゲ

ルは，生体関連物質の水系ＳＥＣの分野では大きなシェアを獲得しているし，有機溶媒系ではポリスチレン－ジビ

ニルベンゼン粒子が一般的であり，後者の場合，橋かけ度を調節することによりかなり硬質なゲルの作製も可能で

ある。合成高分子を利用するもう一つの利点は， モノマーの選択段階で機能を予測することができる点にある。

官能基選択のバリエーションも広い。ただし，充填効率や耐流速特性を向上させるための均質粒子化については，

モノマーの種類が変わるたびに対応していかなければならないし，分離効率を左右する重要な因子である空孔特性

を制御するとなれば，さらに基礎的な検討の積み重ねが必要となる。最近では，二段階重合法やシード重合法によ

って種々のモノマーに適用可能な有望な手段が開発されてきたが，6,7) それでも粒子化法および多孔質化法が確立

されているスチレン－ジビニルベンゼン重合体が高分子担体として利用される頻度が高くなり，このことが高分子

系分離剤のバリエーションの低下につながっている。

　分離剤の開発において基体の選択はきわめて重要な因子であるが，分離剤に特殊な分子認識能を求めることを優

先するなら，多少の欠点には目をつぶり，化学修飾が容易なシリカゲルがもっとも便利な基体であると言ってよい

だろう。さらに言えば，基体に特殊な機能を組み込むという観点にこだわれば，種々のモノマーから選択できる高

分子系に圧倒的に期待感がもてるし，とくに，立体規則性や二次構造を利用する分離は高分子のもっとも得意とす

るところであるので，シリカゲル（無機相）と高分子（有機相）の組合せに多大な期待を寄せることができる。そ

こで本稿では，基体としてはとくにシリカゲルに限定し，選択性を生み出す有機相の設計について述べることにす

る。

２．２ 分離モードと有機相の分子設計について

　図１は，ＨＰＬＣを分離モードによって分類し，その相関性を図示したものである。分子のサイズを識別するサ

イズ排除クロマトグラフィを除けば，残りのほとんどが分離剤と分離対象物との間の相互作用を利用したものであ

る。したがって，基体としてのシリカゲルに相互作用可能な有機相を固定化すれば，ＨＰＬＣ用の分離剤というこ

とになる。実際，もっとも広く利用されている分離剤ＯＤＳは，シリカゲルにオクタデシル基を有機相として導入

したきわめて単純なものであり，分離対象分子の疎水性（あるいは極性）を識別することができる。このような分

離モードは逆相分配型と呼ばれている。分子の多くは，化学構造がわずかに異なるだけでも疎水性（極性）が異な

るので，理論段数の高いＯＤＳカラムを用いれば，現存するかなりの化学物質の分離を達成することができる。し

かしながら，光学異性体や幾何異性体に代表されるように，疎水性（極性）がまったく同一あるいはきわめて類似

した異性体も多く，これらの分離がＯＤＳで対応できないことは明白であり，より精密な分子認識を可能とする分

離剤の開発が望まれている。新たな有機相を固定化したシリカゲルが必要とされる所以がここにある。

（ⅰ）特殊な低分子有機相について

　基体には充填効率と耐圧性だけの役目を与えるとすれば，導入可能な特殊な官能基は無数に現存する。すなわち，

基体としてシリカゲルを限定すれば，あとは官能基の選択と固定化方法の確立だけで新規なＨＰＬＣ用充填剤を作

製することできる。図２にはＨＰＬＣ用充填剤中に固定化された特殊な官能基についての一例を抜粋している。官

能基のπ電子性および剛直平面性を積極的に利用する試みとして，コロネン固定化シリカゲル（OS-1）が知られて

いる。8)π－π相互作用は，極性の高い有機溶媒中においてさえフラーレンの分離を可能にしている。9) ポルフィ

リンを固定化したシリカゲル（OS-2）も同様にフラーレンの分離を可能とする。この場合，中心金属の種類を変え

ることにより，π電子系物質に対する特異性の変化が確認できる。10) また，アミノ酸に対する特異性も報告され



ている。11) 一方，官能基として分子の非平面性あるいはかさ高さを積極的に利用した例もある。2,4,6-(トリ-tert-

ブチルフェノキシ)ジメチル基を固定化シリカゲル（OS-3）は，非平面性の分子をより保持する。12)
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図１　液体クロマトグラフィにおける分離モード
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図２　特殊な低分子有機相の一例

（ⅱ）高分子を有機相とする分離剤

　先にＯＤＳの欠点として加水分解により有機相が脱離し，使用ｐＨ範囲が限られることを述べたが，これを補う

方法として，オクタデシル基をポリメリックにシリカゲルに結合する方法が報告されている。実際に耐久性が格段

に向上している。しかしながらこの手法においてより興味深い結果が見いだされている。これはしばしば分子スリ

ットとして呼ばれる効果であり，シリカゲル上に整然と並んだオクタデシル基が分子の形状をある程度識別するこ

とが確認されたからである。13) このように分子間あるいは連鎖間での相互作用により二次的な効果が発現する例

は高分子によく見られる現象であり，ある意味においては予測外の興味深い結果が得られる。

　分子配向の典型的な例は有機分子による液晶状態である。図３における OS-4 は，液晶を形成する代表的な分子

である。これをシリカゲルに固定化し，液晶特有の特性を有する分離剤の開発を試みた例がある。14,15) しかしな

がらこの試みは必ずしも成功していない。液晶という現象は，分子配向だけでなく流動性があって初めて形成され

る状態であるので，シリカゲルに共有結合によって固定化された状態では，シリカゲル上で液晶状態が形成されて

いるとするのは甚だ疑問であり，おそらくそうではないと予測する。そこで，液晶性の分子を予め重合によって安

定化させ，これをシリカゲルに担持した例も認められるが，液晶性の特徴が十分に発揮されたとは言いにくい。14,15)

分子設計あるいは固定化方法に改善の余地があると考えられる。

　分子配向をより効果的に利用し，特殊な分子認識能を発現させた例が以下に示すクシ型高分子をシリカゲルに固

定化する手法である。この手法の根底には，生体膜の構成成分である脂質二分子膜の機能をシリカゲル上に導入し

これによって生体膜類似の高い選択性を発現させようとする試みがある。16) 同様な目的として，生体膜の構成成

分であるホスファチジルコリンを誘導体化して直接シリカゲルに直接固定化した例 17) も認められるが，この報告

では水溶性ペプチド類の分離が達成されているものの，固定化された脂質は脂質膜の基本特性である分子配向と側

方拡散性（流動性）が失われているので，脂質膜本来の特異性は発現していない。
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図４　脂質膜を安定化する方法の一例

　脂質二分子膜は脂質が分子集合したものであるので，何らかの方法で担持したとしても， 脂質分子の溶出を防

ぐことはできない。脂質膜の安定化を簡便に行う方法として重合性の脂質を利用する方法 18-20) があるが，同法に

おいては脂質の流動性と分子配向を両立させることは難しい。この矛盾を解決するために，主鎖の片末端にシリル

基を有し，脂質膜同様の分子配向（側鎖配向）と相転移挙動（流動性の維持と変化）を有するクシ型ポリマー，

ODAn
18,21-23)（図５）が提案されている。片末端をシリカゲルに固定化（図６）することによって基体の影響がかな

り低減している。図６にはポリマーの固定化前後における示差走査熱量分析の結果を示している。相転移は結晶相

から等方相への転移が存在することを示唆しており，このことによって，少なくとも相転移温度以下の温度ではク

シ型ポリマーがシリカゲル上で分子配向していると予想された。
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およびその関連物質

　実際に，シリカゲルに担持されたクシ型ポリマー，Sil-ODAn を分離剤としてＨＰＬＣを実施すると，単純疎水
化シリカゲルであるＯＤＳとはまったく異なった分離挙動を示すことが確認されている。そのもっとも特徴的な機

能は，芳香族性化合物に対して著しい選択性が存在すること，ならびにその選択性に顕著な熱応答性が認められる

ことにある。選択性の一例を表１に示すとともに，図７に典型的な温度依存性を，また選択性発現の機構を図８に

模式的に表している。結論として，側鎖の分子配向は，分子スリットの形成というよりはむしろ分子間π－π相互

作用の基点となるカルボニル基が配向することより，より多重の分子間相互作用が期待できる平面性が高く，また

直線性の高い物質に対して強い相互作用を発揮するものと考えられる。23)



naphthalene (NL)

anthracene (AC)

naphthacene (NC)

chrysene (CS)

pentacene (PC)
1,2:5,6-dibenzo
anthalene (DBA)

C10H6

C14H10

C18H12

C18H12

C22H14

C22H14

0.22

0.33

0.54

0.48

1.13

0.70

  2.1

  5.1
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  0.22

  0.46

  2.35

  1.30
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  4.40
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2.1
1.1

1.6

0.20

0.40

0.65

0.63

1.03

0.97

2.0

1.6

1.4
1.03

1.06

Sil-ODA23 at 5˚C        Sil-ODA23 at 60˚C          ODS at 5˚C

k'                    α k'                    αk'                    α

表 １  Sil-ODA23 および ODS による多環芳香族に対する選択性
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図７　ペンタセンとコロネンに対する選択性
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図８　Sil-ODAnの分子形状認識の機構

　脂質膜は分子配向場の典型的な例であるが，分子内における官能基間の配向も見逃すことのできない機能を発現

する。たとえば，ペプチドがその良い例であり，光学活性なアミノ酸を重合すると自然にα－へリックス構造やβ

－シート構造を形成する。図５に示すように，ペプチドの片方の末端にシリカゲルと反応しうるトリメトキシシリ

ル基を導入することができるので，このペプチドをシリカゲルに担持し，ＨＰＬＣを実施すると，Sil-ODAn 同様

な分子形状認識を確認することができる。24) 表２に示すように，その選択性はアラニンのポリペプチドにおいて

きわめて高い。アラニンより残基のかさばったロイシンやフェニルアラニンでこのような選択性が発現しないこと，

またトリフルオロ酢酸やπ電子性の溶媒を添加するとアラニンにおいても選択性が低下することから，アラニンに

おいても ODAn 同様の分子間π－π相互作用の基点となるカルボニル基が配向することより，より多重の分子間相

互作用が期待できる平面性が高く，また直線性の高い物質に対して強い相互作用を発揮するものと考えられる。す

なわちロイシンやフェニルアラニンでは，側鎖残基のかさばりが大きすぎて，ペプチド鎖上のカルボニル基が相互

作用に関与しえないことを意味している。

cis-stilbenea

trans-stilbene

o-terphenyla
m-terphenyl
p-terphenyl

chrysenea

benz(a)anthracene
naphthacene

benzenea

naphthalene
anthracene
naphthacene

Sil-Ala32 Sil-Leu27 ODS

  1 1 1
  1.7 1.07 1.04

  1 1 1
  1.5 1.5 1.4
  7.2 1.7 1.5

  1 1 1
  0.81 1.02 1.03
  6.0 1.2 1.2

  1 1 1
  1.2 1.5 2.0
  2.8 2.4 3.5
37.5 4.5 7.8

Separation factor

Mobile phases: 25 ˚C, methanol-water = 7 : 3 in Sil-Ala32 and Sil-Leu27, methanol-water = 9 : 1 in ODS.
The separation factor corresponds to the relative retention factor based on the substances. ODS: octadecylated silica.

chrysene
benz(a)
  anthracenenaphthacene

CH CH

trans- and cis-
stilbenes

o-, m- and p-terphenyls

表２　アラニンおよびロイシンからのポリペプチドによる分子形状認識



　ポリアラニンの二次構造はキラリティを有しているので，光学分割への期待も高まる。実際に，ビナフトールの

ように分子内に平面性のナフトール環を有するキラルな化合物に対しては良好な光学分割を行う。このように有機

相がキラルな二次構造を形成する場合，光学分割能を有する分離剤の作製が可能となる。この分野でもっとも初期

に成功した例は，かさばりの大きな置換基を有するメタクリル酸エステルの不斉重合物（P-3）を光学分割剤とし

て用いた例である。25) その後，同様な構造キラリティを有する多糖類 26,27)やポリぺプチド 28,29)を用いた例が続々

と登場している。最近では一部のキラル分離剤（P-5）について不斉認識の機構 30)も明らかになっているので，今

後の分子設計にも弾みがつくものと思われる。

　ポリマー系有機相の特徴は，配向性だけで発現するものではない。単に分子内に多数の官能基を濃縮できるとい

う点においても低分子に見られない機能を発揮する。先に述べたクシ型ポリマーを作製する方法は，付加重合が可

能な多くのビニル化合物に適用可能であり，実際に様々なポリマー系有機相が開発されている。30-34) たとえば，

ポリアクリロニトリルでは，これをシリカゲルにグラフト化させると，疎水性にはほとんど見向きもせず，π電子

を有する物質に対してのみ特異な分離能を発揮する。30) もちろん，モノメリックなニトリル基を直接担持した場

合よりも分離能はかなり高くなる。ポリ（N-イソプロピルアクリルアミド）も注目されている。このシリカゲル担

持物（P-4）は，ポリマーの膨潤－収縮の変化を利用した HPLC を可能とする。35) 中でも興味深い高分子系有機相

としてポリビニルピリジン（VPn）がある。
36)
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図９　高分子系有機相としてのポリビニルピリジンの化学構造と分子認識の機構

配向系の場合　　　　　　　　無秩序系の場合

　クシ型ポリマーである ODAnと同様の方法で調製することができ，これをシリカゲルに固定化すると特異な機能

を発揮する。まず第一に，シリカゲルに存在するシラノール残基に対して VPnがマスキング効果を発揮する点が挙

げられる。２－１の基体の選択の項で述べたように，シリカゲルの最大の欠点の一つはシラノール残基の存在に由

来するもので，塩基性物質に対する異常吸着やピークテーリングの原因となるので，シラノール残基に対する様々

なエンドキャッピング剤の開発 37-40)や処理法が開発 41,42)されてきた。これに対して VPnを固定化した場合には，と

くに二次的な処理をすることなく，塩基性物質，たとえばピリジンやピリミジン，アニリン，キノリン，ビピリジ

ンなどに対してまったく吸着現象を示さない。これは，VPnのピリジル基がシラノール残基と静電的な相互作用を

行い，結果としてシラノール残基をマスキングしているためと推察される。

　VPnは特異な選択性も有している。分子の疎水性をほとんど識別せず，そのかわりにπ電子系分子に対して特異

的に選択性を示す。表３と４にその代表的な結果を示している。興味深いのは，ODAnのように分子配向系の有機相

の場合には，より直線性の高い物質に対して高い選択性が得られるのに対し，VPnではよりディスク状（アスペク

ト比の小さな物質）と強く相互作用する（図９参照のこと）。そのほか，シクロデキストリンやニトロ化合物に対

して特異的な選択性を示す。

naphthacene

benz[a]anthracene

chrysene

triphenylene

C18H12

C18H12

C18H12

C18H12

7.64

8.29

8.87

11.76

1.00

1.09

1.16

1.54

7.96

6.71

6.48

5.22

1.00
<1.00>

0.84
<1.19>

0.81
<1.23>

0.66
<1.52>

3.57

3.41

3.04

2.92

1.00
<1.00>

0.96
<1.04>

0.85
<1.18>

0.82
<1.22>

3.48

2.99

2.90

2.76

1.00
<1.00>

0.86
<1.16>

0.83
<1.20>

0.79
<1.27>

Sil-VPn a) (n = 21)         Sil-ANn
b) (n = 21)        Sil-CNc)                 ODSd) 

       k'          α                     k'          α            k'          α              k'          α

** **

Mobile phases: a) methanol - water = 8 : 2, 30 ˚C; b) methanol - water = 6 : 4, 35 ˚C; methanol - water = 7 : 
3, 35 ˚C; methanol - water = 9 : 1, 25 ˚C. The separation factor (α) was evaluated by using the compounds 
marked with "*".

表４  Comparison of the separation factor for polycyclic aromatic hydrocarbons

naphthace　　　nebenz[a]anthracene　　　　chrysene                    triphenylene

triphenylene

o-terphenyl

C18H12

C18H14

14.76

0.92

12.80

1.00

5.22

0.80

6.50

1.00

2.92

1.58

1.86

1.00

2.76

1.90

1.45

1.00

Sil-VPn a) (n = 21)   Sil-ANn
b) (n = 21)       Sil-CNc)                ODSd) 

k'            α                   k'          α            k'          α              k'          α

** **

Mobile phases: a) methanol - water = 8 : 2, 30 ˚C; b) methanol - water = 6 : 4, 35 ˚C; methanol - water = 7 : 
3, 35 ˚C; methanol - water = 9 : 1, 25 ˚C. The separation factor (α) was evaluated by using the compounds 
marked with "*".

表３ Comparison of the separation factor for polycyclic aromatic hydrocarbons

o-terphenyl                                     triphenylene



３．おわりに
　本稿では，生体由来の物質を直接固定化した分離剤にはいっさい触れていないが，タンパク質や酵素，抗体など

が固定化された分離剤は多数ある。43) 固定化される材料の特性は既知であるので，分離能を予測することは容易

であるし，時には光学分割のような付加的な機能を発掘することもできる。生体由来物質の官能基としての潜在能

力の高さは誰しも認めるところであり，今後もこの分野は進展し続けるであろう。しかし，生体由来物質の多くは

in vitro でかなり脆弱であることも確かであり，また，あまりにも限られた特異性を発揮する点は汎用性の限界

を与えてしまう。アフィニティの根源を見極め，バイオミメティックなアプローチが HPLC の世界の主役になる時

期を密かに願っている。また，充填型のカラムに代わりモノリスカラムに関する研究も活気を帯びている。カラム

法による大量・高速分取法の救世主として期待されている。
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