
１．はじめに

１９０６年，Twettがシンプルでかつパワーフルなクロロフィ

ルの分離手段として考案したのは，今で言う順相クロマトグ

ラフィーであった。しかし，１９７０年代に高性能シリカ ODS

カラムが開発されて以来，逆相クロマトグラフィーは極性の

有無に関わらず広範囲の化合物の分離分析に利用されるよう

になってきた。また，イオンペア剤を用いることにより，イ

オン性化合物の分離分析にも広く用いられている。最近，１０

－４０％の水系順相クロマトグラフィーに対して名付けられた

HILIC（hydrophilic interaction chromatography）［１，２］が，

生体由来の親水性化合物の分離分析において見直されてい

る。その理由の一つは，選択的で高感度な質量分析計（MS）

が HPLCの検出器として次第に普及してきたことによる。

水系溶離液は気化し難く，また，塩やイオンペア剤などは目

的化合物のイオン生成を著しく阻害する。揮発性の有機溶媒

比率が高く，高濃度の塩やイオンペア剤を必要としない

HILICは，ESI (electrospray ionization)−MSにとって相性が良

いからである。

本来，逆相モードと順相／HILICモードは相補的な（ortho

-gonal）関係にあり，生体由来の複雑な親水性化合物の分離

分析では，HILICモードが適している場合もある。例えば，

酸性および塩基性代謝物，オリゴ核酸，オリゴ糖，糖ペプチ

ド，リン酸化ペプチドなどはその典型的な化合物といえる。

一方，HILIC分離カラムにおいても，シリカ，アミン，アミ
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ド系の従来カラムに加えて，ポリアミン，ポリアクリル酸，

ポリビニル，シクロデキストリン，両イオン性カラムなどが

市販され，その応用も次第に拡大しつつある。詳細は

Hemströmと Irgumの最近のレビュウ論文［３］に，応用例

と共によく纏められている。本レビュウでは，一部重複する

部分もあるが，N（アスパラギン）および O（セリン／スレ

オニン）結合型糖鎖と糖ペプチドの分離分析に焦点を当てな

がら，最近の研究を紹介したい。

２．糖鎖の HILIC分離

糖鎖の HILIC分離は古く，アミノプロピル基で修飾され

たシリカゲルによる分離が１９７５年に報告されている［４］。

また，Alpertらは，遊離および誘導体化糖鎖を用いて，HILIC

分離のメカニズム（液－液分配）を議論した［２］。しかし，

多くの立体および構造異性体を持つ糖鎖の系統的な分離に

は，逆相（ODS）カラムと HILIC（アミド）カラムを組み合

わせた，いわゆる，２次元クロマトグラフィーが必要である

［５－７］。Takahashi等は保持インデックス（直鎖状オリゴ

糖鎖との相対的保持時間）に基づく糖鎖分析法（2D糖鎖マッ

ピング法と呼ばれている）を確立し，更に，弱イオン交換

（DEAE）カラムをも組み合わせた 3Dマッピング法へと発

展させた［８，９］。3D糖鎖マッピング法は，シアリル糖鎖

を含めた 2−アミノピリジル誘導体化（PA）N結合型糖鎖の

系統的分離分析法であり，５００種ほどの糖鎖保持インデック

スデータはインターネット上で公開されている（http://www.

glycoanalysis.info/ENG/index.html）［１０］。一方，Rudd等は，

2−アミノベンズアミド誘導体化（AB）Nおよび O結合型糖

鎖の２次元（弱イオン交換（DEAE）と HILIC（アミド）カ

ラム）クロマトグラフィー分離の保持インデックスとMSn

（n＝１，２）スペクトル情報のデータベースを利用した方法

を開発している［１１，１２］。逆相（ODS）カラムでの分離分

析をMSnスペクトル情報で代用することになるが，異性体

Figure 1. Comparison of RP (C30) and ZIC−HILIC separations of PA N−glycans of human serum IgG.
(A) Develosil C30−UG column (150 x 2.0 mm, 3 µm) was used at the flow rate 200 µL/min and the linear gradient elution: A
/B = 87/13 (0 min)→64/36 (60 min) where eluents A and B were1mM ammonium acetate buffer pH 4.3 and 10% acetonitrile
in1mM ammonium acetate buffer pH 4.3, respectively. The indicated peaks are (a : 200.4, b : 210.2, c : 210.3, d : 210.4, e :
201.4, f : 211.2, g : 211.3, h : 211.4) (the nomenclatures of Takahashi[10]) .(B) ZIC−HILIC column (2.1 x 150 mm, 5 µm)
was used at the flow rate 0.2 mL/min and the linear gradient elution was A/B = 33/67 (0 min)→50/50 (60 min) where eluents
A and B were 50% acetonitrile containing 20 mM ammonium acetate and 90% acetonitrile containing 20mM ammonium
acetate, respectively. Fluorescence (FL) wavelengths used in (A) and (B) were Ex : 320nm and Em : 400nm. (C) Mass
chromatograms (MCs) of molecular ions [M+zH]z+ (z=1, 2 ; m/z±1) of the major eight peaks (a−h) in the ZIC−HILIC
separation (B). It is noted that the isomeric PA N−glycans f and g are well separated.
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の識別にMS2スペクトル情報だけでは十分でない場合もあ

る［１３，１４］。もちろん，その逆，即ち，ODSとアミドカラ

ムで全ての糖鎖異性体を分離できる訳でもない。より効率的

に糖鎖異性体を分離する新しいカラム（例えば，ポーラスグ

ラファイトカーボン（PGC）［１５－１８］やシクロデキストリ

ンカラム［１９］，種々の HILICモノリスカラム［２０］）の開

発はこれからも続いていくだろう。

最近，我々は，陰および陽イオン同時分析に用いられてき

た両イオン性（ZIC: zwitterionic interaction chromatography）

カラム［２１－２３］が，HILICモードで糖鎖異性体に対して高

い構造認識能を持っていることを見出した［２４］。Fig．１

は，ヒト IgG（免疫グロブリン G）タンパク質由来の中性 PA

-N結合型糖鎖を逆相（C３０，野村化学社製）および ZIC-

HILIC（SeQuant社製）カラムで分離したクロマトグラムを

示している。使用した装置は日立M−8000 3DQ LC−MS（SSI

（sonic spray ionization）付きイオントラップ型MS）システ

ムである。逆相（C３０）カラム（Fig．１A）では，異性体 b，

cは分離されているが，バイセクティング GlcNAc（N-アセ

チルグルコサミン）が付加した異性体 f，gは分離されない。

一方，ZIC-HILICカラム（Fig．１B）では，マスクロマトグ

ラム（Fig．１C）から分かるように，異性体 b，cおよび異性

体 f，gともにそれぞれよく分離されている。Fig．１には示し

ていないが，従来の HILIC（アミド）カラムでも異性体 f，g

は分離し難いものである。

ヒト IgGタンパク質の中性 PA-N結合型糖鎖は１６種類（最

近，我々はもう一種類あることを報告した［２５］）と少ない

が，ヒト血清由来の中性，酸性（シアリル）N結合型糖鎖は

３０種以上報告されている［２６，２７］。これら全てを一種類の

カラムで分離することはできない。上で述べたように，３次

元クロマトグラフィーが必要になる。即ち，弱イオン交換

（DEAE）カラムで中性および種々のシアリル糖鎖を分離，

分取し凍結乾燥した後，再度溶解して次の分離モード（通

常，逆相）に移行する（第１ステップ）。同様に，逆相から

HILIC分離へと移行する（第２ステップ）。特に，第２ステッ

プでは，逆相と HILIC溶離液の非互換性（アセトニトリル

の濃度の大きな違い）により，オフライン処理（凍結乾燥と

再溶解）が必須となる［８，９］。一方，複雑なプロテアーゼ

消化物を対象とするプロテオミクスの分野では，陽イオン交

換（SCX）カラムと逆相（ODS）カラムを直列に組み合わせ

たオンライン２次元クロマトグラフィー（MudPIT法）が良

く用いられている［２８，２９］。同様に，DEAEと HILICカラ

ムによるオンライン２次元クロマトグラフィーも可能である

（2D HILICと呼ぶ）［３０］。ヒト血清 PA−N結合型糖鎖の分

離分析に適用した結果を Fig．２Aに示す。高い塩（５００mM

酢酸アンモニウム）濃度の溶離液の定期的なスパイクとその

後の HILIC溶出を繰り返すことにより，中性，モノ，ジ，

トリ，テトラシアリル糖鎖が順次 DEAEカラムから溶出し，

ZIC−HILICカラムで分離されている。Fig．２Bはシアリル糖

鎖をマスクロマトグラムで確認したものである。

Kondo等は，アミノカラムのみを用いて中性，酸性（シア

リル）PA-N結合型糖鎖を順次分離できることを示した

［３１］。アミノカラムが持つ HILICとイオン交換モードを巧

みに利用したものである。通常，水系のイオン交換クロマト

グラフィーで使用される DEAEや ZIC−HILICカラムを

HILICモードで用いた上記の２D HILICも同じ考えに基づい

ている。このように静電相互作用によるイオン交換，イオン

排除効果を巧みに利用できるのも HILICの特徴といえる。

最近，Alpertは，イオン排除効果を利用した HILICを ERLIC

（electrostatic repulsion hydrophilic chromatography）と呼ぶこ

とを提案している［３２］

３．糖ペプチドの HILIC分離

MSn（n＝１，２）スペクトル情報とタンパク質やゲノム

データベース検索に基づくプロテオミクスは方法論的には，

ほぼ確立された感がある。しかし，ダイナミックレンジで

１０６～８も異なる何十万とも知れぬタンパク質やその酵素消化

物をそのままMSn解析することは不可能であり，何らかの

選択的な分離，精製，濃縮手段との組み合わせが必要とな

る。例えば，リン酸化や糖鎖修飾タンパク質の分離には金属

やレクチン固定化アフィニティクロマトグラフィーが利用さ

れている［３３－３５］。タンパク質の６０％以上は糖鎖修飾され

ていると言われており，結合している糖鎖も一様ではない。

即ち，１種類の糖タンパク質を酵素消化した場合，糖鎖部が

異なる多種類の糖ペプチドが得られる。また，各糖ペプチド

量は元の糖タンパク質より，さらに微量となる。従って，よ

り高い選択的捕集や分離精製，より高感度な NanoLC−MSや

CE−MSが必要となる［３６－３８］。

糖ペプチド解析の分野においても，ODSカラムによる逆

相クロマトグラフィーが一般的に使用されている。しかし，

糖タンパク質の酵素消化物を ODSカラムで分離する場合，

親水性の大きな N結合型糖ペプチドは保持が弱く分離が難

しい。また，保持されても，糖鎖修飾されていないペプチド

（以下，ペプチドと呼ぶ）と一緒に溶出してくる。もし，こ

れらペプチドが多量に存在するならば，糖ペプチドのイオン

化は阻害され，MS検出が一層難しくなる。これらの問題を

解決するために，Ohtaらは，ODSカラムにおいて，塩の濃

度が小さい溶離液では糖ペプチドが早く溶出し，ペプチドは

遅く溶出することに着目して，糖ペプチドを分離分析する方

法を提案した［３９，４０］。一方，Wadaらは，セファローズ

ビーズを用いて糖ペプチドを選択的に捕集，回収した後，

ODSカラムで分離分析を行っている［４１，４２］。この HILIC

モードでのセファローズビーズによる捕集回収率は４０％程度

であるが，Kajiらは，レクチンアフィニティカラム精製と組

み合わせることにより糖タンパク質の同定率が向上すること

を報告している［３５］。もう一つの方法は，HILICカラムの

応用である。HILICカラムでのペプチド分離の報告は多いが
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Figure 2. Chromatograms of PA N−glycans from human serum proteins obtained by 2D HILIC method coupling DEAE and
ZIC−HILIC columns.

(A) Fluorescence (Ex : 320 nm and Em : 400 nm) chromatogram .(B) Extracted mass chromatograms (MCs) of sialylated PA
N−glycans. The corresponding integer m/z values of doubly protonated ion [M+2H]2+ are indicated on the right side and their
nomenclatures of Takahashi [10]are indicated on the left side. The two columns (TSKgel DEAE−5PW (75 x 2 mm, 5 µm)
and ZIC−HILIC (150 x 2.1 mm, 5 µm)) were connected in series. The linear gradient and spiked−salt (bold type) elutions
used were : A/B/C : 19/80/1−39/60/1 (0−65 min), 0/70/30 (65−70min), 29/70/1−33/66/1 (70−100 min), 0/70/30 (100−105
min), 29/70/1 −38/61/1 (105−130 min), 0/70/30 (130−135 min), and 29/70/1−39/60/1 (135−160min), where eluents A, B,
and C were water, acetonitrile, and 0.5 M ammonium acetate, respectively. The flow rate was 0.2 mL/min.
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［１－３，４３，４４］，糖ペプチドを分離分析した報告はあま

り多くはない［４５，４６］。

Fig．３はヒト IgGタンパク質のトリプシン消化物を ZIC−

HILICカラムで分離したものである［２４］。UV（Fig．３A）

およびマスクロマトグラム（Fig．３B）から分かるように，

ペプチドは早く溶出し，親水性の大きい糖ペプチドは強く保

持されて溶出している。つまり，糖ペプチドを選択的に分離

し分析することが可能である。マスクロマトグラム（Fig．３

B）は，異なるペプチド配列の IgG１（EEQYNSTYR）およ

び IgG2（EEQFNSTFR）に糖鎖（a‐h）（Fig．１参照）が結

合した糖ペプチドのグラジエント溶出パターンを比較してい

る。ここで注目すべき点は，糖ペプチド異性体（b−1/c−1&b

−2/c−2および e−1/f−1&e−2/f−2）が，Fig．１Cと同じように

分離していることである。言い換えると，糖鎖の還元末端に

結合している PAやペプチドは保持時間には影響を与える

が，分離パターン（選択係数）にはあまり影響を及ぼさない

ようである。

Fig．４は，α−1酸性糖タンパク質のトリプシン消化物を

ZIC−HILICカラムで分離したものである［４７］。全ての糖鎖

は２～４個のシアル酸を含んでおり，典型的な N結合型酸

性糖ペプチドの混合物である。また，シアル酸の結合様式（α

2−3と α2−6結合）やその結合位置から多くの異性体が存在

する。Fig．４A（UVクロマトグラム）は，N結合型酸性糖

ペプチドに対しても，多量に存在するペプチドからの選択的

分離に，ZIC−HILICカラムが有効であることを示している。

また，Fig．４Bのマスクロマトグラムに見られる複数のピー

クは，完全な同定は出来ていないが分離されたシアリル糖鎖

異性体の存在を示している。

O結合型糖鎖は N結合型糖鎖に比べて，一般に分子量が

小さいので HILICカラムへの保持も弱い。Fig．５は増血ホル

モンであるリコンビナントエリスロポエチン（rhEPO，１５０

ng）のエンドプロテナーゼ Glc−C酵素消化物をキャピラリ

ZIC−HILICカラム（SeQuant社製）で分離した例である。マ

スクロマトグラム（Fig．５B）から分かるように，親水性の小

さい O結合型糖ペプチド（a）は N結合型糖ペプチド（b）

より早く溶出してくるので，一部親水性のペプチドピークと

重なり，上記のような完全な選択的分離は難しい。しかし，

各糖ペプチド溶出部（a，b）のMSスペクトル解析とマスク

ロマトグラムから，８種の O結合型糖ペプチドと１０５種の N

結合型糖ペプチドのプロファイリングが行えた［４８］。

４．HILIC分離のメカニズム

HILIC分離のメカニズムは，基本的には（液－液）分配で

説明されている。つまり，極性の大きいカラム表面に水の多

Figure 3. ZIC−HILIC separation of tryptic peptides of human serum IgG.
(A) UV (220 nm) chromatogram. (B) Mass chromatograms (MCs) of molecular ions [M+zH]z+ (z=2 ; m/z±1) of major N−
glycopeptides of IgG1(a−1−h−1) and IgG2 (a−2−h−2) over 60−100 min. The amino acids sequences of peptides IgG1 and
IgG2 are shown on the right side and a−h mean the same N−glycans as those in Figure 1. The ZIC−HILIC separation was
performed by using a flow rate of 200 µL/min and the linear gradient elution: A/B/C=36/59/5 (0min)→64/31/5 (120 min)
where eluents A, B and C were 50% acetonitrile, acetonitrile, and 100 mM ammonium acetate, respectively.
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い固定相が形成され，極性の弱い移動相との間で溶質の分配

平衡が成立しているとの理解である。かつて，Alpertらは，

二糖（Gal−GlcNAcと GlcNAc−Gal）のアノマーピークの溶

出（保持）挙動の違いから，固定相への糖鎖の配向の違いも

重要であると指摘した［２］。

Fig．６Aは，ZIC−HILICカラムでは，PA−ジおよびトリシ

アリル糖鎖（b，c）の保持時間が塩（酢酸アンモニウム）濃

度の減少（２０mM→５mM）に伴い早まることを示している。

一方，中性糖鎖（a）はあまり変化しない。Fig．６Bは，酢

酸アンモニウム５mMにおける中性（３アンテナ）糖鎖と（α

１―６）と（α１―３）結合シアル酸が混在するシアリル（３アン

テナ）糖鎖の保持時間の違いを示している。Fig．７はこの保

持挙動を説明するために提案したモデルである［４７］。即

ち，（液－液）分配の他に，電解質（塩）イオン（E－，E＋）

によってシールドされた静電（特に，スルフォアルキルベタ

イン－シアル酸間の反発）相互作用が保持に重要な役割を果

たしていることを示している。また，トリシアリル（３アン

テナ）糖鎖異性体において，（α1−6）結合のシアル酸数が増

えるに従い保持時間が遅れる（Fig．６B）。この挙動は，回転

自由度が大きい（α1−6）結合のシアル酸は，静電反発力を

弱めるようにコンフォーメーションを変えていることを示唆

している。このように，HILICの分離メカニズムは，（液－

液）分配のみならず，静電引力（イオン交換）や静電反発（イ

オン排除），コンフォーメーション変化などが複雑に絡み

合ったものである。従って，塩濃度，pH，温度の影響を受

けやすい［３１，３２，４９，５０］。しかし，このことはマイナス

要因だけとは言えない。上述の異性体の構造認識能から分か

るように，高い選択性や構造認識能が得られるといったプラ

スの効果もあるからである。

Fig．８は HILICのもう一つの特徴を示している。ヒト IgG

タンパク質の中性 N結合型糖鎖を重水素置換された PA（d４

−PA）で誘導体化したものと通常の PA（d０−PA）で誘導体

化したものを（１：１）で混合したサンプルのクロマトグラ

ム比較である［５１］。逆相（C３０）カラムでは，d４−PAと d０−

PA−糖鎖の保持時間に少し差があるため，２重ピークとなっ

ている（Fig．８A）。この現象は比較定量プロテオミクスで

は良く知られた現象で，“クロマトグラフィー重水素同位体

効果”と呼ばれている［５２］（そのメカニズムについては

［５３］を参照）。出来る限り同じイオン化条件でMS信号強

度を比較するには，２ピークは分離しないほうが望ましい。

このために，保持時間差が小さいが高価な安定同位体 O１８標

識方法が勧められている［５４］。一方，ZIC−HILICカラムで

の分離では，逆相（C３０）カラムより分離性能（理論段数）

が劣るとは言え，２重ピークは見られず，“クロマトグラ

フィー重水素同位体効果”は無視できるほどである（Fig．８

B）。つまり，逆相（C３０）カラム（A）と異なり，ZIC−HILIC

Figure 4. ZIC−HILIC separation of tryptic peptides of alpha−1−acid glycoprotein.
(A) UV (215 nm) chromatogram. (B) Mass chromatograms (MCs) of molecular ions [M−zH]z− (z=3 ; m/z ± 1) of major
sialylated N−glycopeptides. The ZIC−HILIC separation was performed by using a flow rate of 200 µL/min and the linear
gradient elution: A/B/C=36/54/10 (0min) →54/36/10 (120 min) where eluents A, B, and C were 50% acetonitrile,
acetonitrile, and 100 mM ammonium acetate (pH 6.8), respectively.
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Figure 5. Capillary ZIC−HILIC separation of Glu−C digest of rhEPO.
(A) Total ion chromatogram (TIC). (B) Extracted mass chromatogram (MC) of m/z 290.1 ± 0.2 corresponding to in−source fragment
ions of a sialic acid (Neu5Ac). (C) Accumulated mass spectrum in the time period a. (D) Accumulated mass spectrum in the time
period b. It is seen from (C) and (D) that O− and N−glycopeptides were eluted in the time intervals indicated by a and b, respectively.
The chromatograms were acquired by using a NanoFrontier L system (Hitachi High−Technologies) consisting of nanoHPLC and
electrospray ionization linear ion trap time−of−flight mass spectrometer and a capillary ZIC−HILIC column (SeQuant, 150 x 0.075
mm, 5 µm). Eluents A and B were 50% acetonitrile/10 mM ammonium acetate and 80% acetonitrile/10mM ammonium acetate,
respectively. The linear gradient elution used was A/B = 30/70 (0 min) −68/32 (80 min) at the flow rate 250 nL/min. In the first 15
min, the ESI voltage was set at −100V to reduce strong ion current from nonglycosilated peptides.
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Figure 6. Effect of electrolyte concentration in ZIC−HILIC separations of neutral, di−sialylated, and tri−sialylated tri−antennary PA
N−glycans (A) and structural recognition of tri−antennary PA N−glycan isomers (B).

(A) The linear gradient elutions were A/B/C=42/56/2 (0 min)→70/28/2 (120 min) (20 mM) and A/B/C=30/62/8 (0 min)→58/34/8
(120min) (5 mM), where eluents A, B, and C are 50% acetonitrile, 90% acetonitrile, and 250 mM ammonium acetate, respectively.
The concentrations (5 mM, 20 mM) of ammonium acetate were kept constant during a run. (B) The linear gradient elution was A/B/C
=36/59/5(0 min)→50/45/5 (60min) where eluents A, B, and C were 50% acetonitrile, acetonitrile, and 100 mM ammonium acetate,
respectively, and the concentration of ammonium acetate as kept in the both chromatograms (Tri−antennary isomers and Sialylated tri
−antennary isomers). The flow rate was 200 µL/min. Fluorescence (FL) wavelengths were Ex : 320 nm and Em : 400 nm. The
indications of N−glycans are the nomenclatures of Takahashi [10].
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Figure 7. Schematic diagram of ZIC−HILIC interactions of sialylated PA N−glycan.
The stationary phase consists of the zwitterionic sulfoalkylbetaine and water rich liquid layer. Electrostatic (attraction and repulsion)
and hydrophilic interactions between the sialic acid and the sulfoalkylbetaine group on the surface of the ZIC−HILIC column are
schematically shown. E+ and E− are positive− and negative−electrolyte ions (i.e., ammonium and acetate ions) in the eluent, respec-
tively, which likely play an important role to shield the electrostatic interactions.

Figure 8. Chromatographic deuterium isotope effects in RP (C30) and ZIC−HILIC separations of d0−PA and d4−PA−N−glycans of
human serum IgG.

(A) and (B) are FL chromatograms and superimposed MCs separated on the C30 (RP) and ZIC−HILIC columns, respectively. The
solid and dotted lines correspond to MCs of the d0−PA (a−d) and d4−PA (a’−d’)−N−glycans, respectively. (A) : The linear gradient
elution was A/B=87/13 (0 min) → 64/36 (60 min) where eluents A and B were1mM ammonium acetate buffer pH 4.3 and 10%
acetonitrile in1mM ammonium acetate buffer pH 4.3, respectively. (B) : The gradient elution was A/B=33/67 (0 min) → 50/50 (60
min)where eluents A and B in this case were 50% acetonitrile containing 20 mM ammonium acetate and 90% acetonitrile containing
20 mM ammonium acetate, respectively. The flow rate was 200 µL /min. Fluorescence (FL) wavelengths were Ex : 320 nm and Em :
400nm. The indications of N−glycans are the nomenclatures of Takahashi [10].
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（B）では疎水的な PA部は保持にあまり関わっていないと

いえる。重水素置換した無水コハク酸で誘導体化した糖ペプ

チドでも同様の挙動が見られる［５１］。MS信号による定量

分析において，安価な重水素置換試薬が利用できることは，

HILICモードの大きなメリットといえる。

５．今後の展望

表面多孔性の高耐圧充填剤の開発でスタートした HPLC

の歴史は，より微細で高性能なカラム開発と高耐圧装置の開

発と共に歩んできたといえる。今また，モノリスカラム［５５

－５７］，１．７µmポーラスシリカゲル［５８］，２．７µm表面多孔

性溶融コアカラム［５９］による超高速 LCの時代を迎えてい

る。プロテオーム（リン酸化や糖鎖も含む）やメタボローム

解析に代表されるような複雑な生体サンプルの分離分析で

は，一種類の分離モードによるピークキャパシティにはおの

ずと限界があり，複数の分離モードを組み合わせた多次元

LCとハイスループットな超高速 LC−MSとの融合が必須と

いう点では異論がないと思う。逆相モードと相補的な HILIC

分離モードは，この観点からも，今後ますます重要になって

行くだろう。
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