
１．はじめに

近年、高速向流クロマトグラフィー（High-speed Counter-

current Chromatography：以下 HSCCCと略）の国際会議が二

年に一度盛大に開催されるようになり、２０１０年７月にはフラ

ンスで第６回目の会議が行われる。残念ながら、我が国内に

おいては装置の普及が遅れているため、HSCCCはあまり積

極的に利用されていない。だが、HSCCCは既存の HPLCに

比べて利点が多く、精製過程が格段に簡略化できる有用な

ツールであるため、この技術を広く普及していくことは科学

技術全般の発展にも大きく貢献できると考えている。そこで

今回、HSCCCをご存知ない方にも理解しやすいように原理

と装置を概説し、さらに応用事例の一部を紹介する。なお、

HSCCCの詳しい解説については既報の優れた総説[1]～[3]を

ご参照頂きたい。

２．HSCCCの基本的な原理と特徴

HSCCCは互いに混ざり合わない「二相溶媒系」の一方の

液層を固定相、他方の液層を移動相とする液々分配クロマト

グラフィーである（図１参照）。分離対象成分は液体の固定

相と移動相への分配比（分配係数）のみに従って純粋に液々

分離される。また、HSCCCは固体充填剤を全く使用しない

ため、既存の HPLCにない極めてユニークな装置の構造や

分離特性を備えている。

HSCCCでは液体の固定相を安定に保持させるための特殊

な遠心装置が必要である（装置の詳細は次項３に記述す

る）。この遠心装置は通常の HPLCの「分離カラム」に相当

する部分であるが、実際の装置内においては細い中空のコイ

ル状チューブが実質的な「カラムホルダー」として液体を固

定する。固定相が液体である為、カラムを通ることによる溶

質の変性や不可逆的な吸着、損失などがなく貴重なサンプル

を失うことがない。また極めて広範囲な極性（もしくは疎水

性）を有する溶質を一回のインジェクションで分離できる。

さらに、固定相液体は極めて簡単に再生（再充填）できるた

め、分離カラムの劣化を全く気にすることなく粗精製試料の

大量注入が可能であり、結果的にランニングコストも安価に

納まる利点を有している。

３．遠心装置の仕組み

液体の固定相をコイル状チューブ内に安定保持させるため

に、これまでに様々なタイプの遠心装置（コイルプラネット
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図１ HSCCCの概略図

―４５―



型遠心装置、以下 CPCと略）が開発されているが、本稿で

は構造がシンプルで汎用されている J型 CPC装置について

解説する。

図２に示した模式図のとおり、J型 CPC装置では公転

（ω）しながら自転（２ω）する回転体に中空のチューブが
多層コイル状に巻いてあり、コイルの両末端は公転軸内を

通って外部（LCポンプあるいは検出器）へ接続されてい

る。この回転体が公転１回に対し２回自転することでコイル

内部の液体には強い遠心力とアルキメデスのスクリュー効果

（図３）が働く。これらの物理的な作用によりコイル内の二

相溶媒は激しく攪拌されながら細かい液滴（図４）の状態で

連続的に液々分配を繰り返す。より具体的には図２と図５に

示したように、コイル上の P点の挙動に注目すると、公転

１回にともなう点 Pの回転軌道は正円ではないことがわか

る。また、図中の P点は公転軸から最も遠く、遠心力が最

大のためコイル内で二相が分離した状態にある。一方、１／２

公転した P’点では遠心力が最小でしかも遠心ベクトルが瞬

間的に大きく変化するため、コイル内では二相が激しく攪拌

される。すなわち HSCCCでは回転するコイル内で二液相の

攪拌と分離が連続的に行われる（１，０００rpmの時、毎秒１６

回）ことにより、コイル内に注入された溶質成分は二相溶媒

への分配係数の差のみに基づいてコイル内で分離し、移動相

の流れに乗ってコイルから溶出される。

また、コイルの回転方向が決まれば同時にスクリュー効果

の働く方向も決まるため、コイルの両末端に「Head」と

「Tail」の向きの違いが生まれる。一般的には、スクリュー

効果によって固定相が移動する末端（Head）が移動相の送

液口になる様にコイルを回転させることで、固定相はカラム

内に安定的に保持されるが、二相溶媒系の種類により全く逆

の場合もある（詳しい事例は文献１、２を参照のこと）。

４．二相溶媒系の選択

通常の HPLCは固定相充填剤の選択が最も重要である

が、HSCCCでは分離したい試料に応じて適切な二相溶媒系

を選択する必要がある（図６参照）。あらかじめ、二相溶媒

系の上相と下相への試料成分の分配係数（K）を測定するこ

とで、最も適切な二相溶媒系の組成を決定することができ

る。HSCCCで汎用される二相溶媒系としては、ヘキサン－

酢酸エチル－メタノール－（ブタノール）－水の混液や、t-

ブチルメチルエーテル－（ブタノール）－アセトニトリル－

図４ カラム内部の概略図

図２ J型コイルプラネット遠心装置（J型 CPC）の概略図

図３ アルキメデスのスクリュー効果 図５ 回転に伴うカラムホルダーの軌道
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水の混液などが汎用されているが、具体的な混合比などは既

報[1]を参照されたい。HSCCCでは成分 Aが上相にも下相に

も同じ比率で分配していれば（K＝１）カラム（コイル状

チューブ）体積に相当する溶出容量で成分 Aは溶出する。

したがって、どのような溶媒系を用いた場合でも分配係数が

決まれば HSCCCのクロマトグラム上における試料成分の溶

出位置は自動的に決定する。一見当たり前のこの事実から、

HSCCCは“真の”分配クロマトグラフィーであることが実

感できるが、固体の充填剤を使用する一般的な順相や逆相

（分配）HPLCでは「分配」以外の保持要因（疎水性相互作

用や水素結合など）が働くため、事前に正確な溶出位置を予

測することはできない。

効率よく HSCCCを行うためには、試料成分の分配係数が

０．５～１の範囲になるように溶媒組成比を調整すると良い。

一般的には、試料成分と目的成分の分配係数の差が０．１以上

あれば高純度で分画が可能である。

５．固定相が液体である利点を生かした溶出方法

HSCCCでは二相溶媒系の上相と下相のどちらでも固定相

としてコイル内に保持させることができる（他方の相は移動

相となる）。一般的な二相溶媒系の上相（有機溶媒相）を固

定相とする場合の分離モードは「逆相分配」であり、下相（水

相）を固定相とする場合は「順相分配」となる。すなわち

HSCCCでは同一の試料成分に対し、逆相と順相の両分離

モードを自在に選ぶことができる。実例として、ここでは東

海林らによるカテキン類の分離例を紹介する[4]。図７のク

ロマトグラムは、t-ブチルメチルエーテル－アセトニトリル

－水（０．１％TFA含有）（溶媒混合比２：２：３）の二相溶

媒系を用いて、７種類のカテキン標準品を HSCCCで分離し

た結果である。上図 Aは上相（有機溶媒相）を固定相とす

る逆相分配モード、上図 Bは下相（水相）を固定相とする

順相分配モードでの分離結果を示している。図を比較すると

わかるように、逆相（A）における溶出順序と順相（B）に

おける各物質の溶出順序はきれいに逆転している。既存の

HPLCでは充填カラムを逆相用から順相用へ交換しても溶出

順序が逆転するとは限らないが、HSCCCではモード変更が

極めて容易であるため、分析者は目的成分の分離に最もふさ

わしい分離モードを自由に選ぶことができる。

また HSCCCでは分離工程の途中でコイル内に充填されて

いる固定相液体を押し出して回収することも可能である。図

８に、上相を固定相とする逆相 HSCCCにおける分離過程の

模式図を示した。５種類の分配係数の異なる成分が共存する

場合、移動相（下相）の送液に伴って、移動相に分配されや

すい成分はカラム内で分離して溶出するが、固定相にしか分

配されない成分はいくら移動相を流しても溶出しない。この

ような場合、図中の７番目から示したように、移動相を下相

から上相へ切り変え、固定相と同じ溶媒を続けて送液するこ

とで、カラム内の分離状態を保ったまま、固定相に保持され

て動かなかった成分を強制的に押し出して回収することがで

きる。この場合、カラムの回転方向を変える必要はない。こ

のような操作ができるのもまた、HSCCCの大きな特徴であ

る。

６．溶媒条件を検討する手順の実際

「HSCCCで試料を分離したいがどのような二相溶媒系を

使用して良いかわからない」ときは、まず過去の分離事例を

調べて参考にするのが一番良い（例えば文献１や３を参照の

こと）。二相溶媒系を新規に検討する場合は、まず調製した

二相溶媒の Settling Time（相分離時間）を調べると良い。具

体的には、試験管に調製した上相と下相を同量入れてから強

く攪拌・静置し、その後再び二相分離するまでの時間（秒）

を計測する。この際３０秒程度で二相になれば J型 CPC装置

図６ 二相溶媒系を構成する代表的な溶媒の組合せの例

図７ 逆相および順相分配 HSCCCにおけるカテキン標準品
のクロマトグラム

二相溶媒系：t-butylmethylether/acetonitrile/aq.TFA（２：２：
３）、多層 PTFEコイル：１．０mmI.D.×５０m（４０mL capac-
ity）、回転速度：１２５０rpm、検出波長：UV２３０nm、クロマ
トグラム A：逆相分配モード（固定相：上相、移動相：下
相、移動相流速：１ml/min）、クロマトグラム B：順相分配
モード（固定相：下相、移動相：上相、移動相流速：２ml/
min）
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においても安定した固定相の保持が期待できる。二相溶媒系

のベース組成が決まれば、続いて以下の６．１、６．２のいずれか

の手順でさらに適切な溶媒組成を決めることができる。

６．１ フラスコ振とう法での溶媒組成検討

目的成分の標準品がある場合は、上相と下相を同量入れた

試験管（あるいは分液漏斗）へさらに試料標準品を分配さ

せ、分光光度計で上相と下相の吸光度比から、目的成分の分

配係数を予測できる（フラスコ振とう法）。

一方、目的成分の標準品がない場合、あるいは不純物を多

く含む試料の場合は、上述のフラスコ振とう法を行った後、

上下相中の成分をそれぞれ HPLCで分離して目的成分の

ピーク面積比から分配係数を予測できる。いずれにおいて

も、得られた分配係数値が０．４～１前後になるように、さら

に二相溶媒系の組成を絞り込む必要がある。

６．２ リサーチ用カラムを用いる HSCCCによる溶媒組成

検討

フラスコ振とう法を行わずに、コイル容量の小さな（２５

mL）リサーチ用カラムに二相溶媒系の固定相を充填し、直

接 HSCCCを行って分離挙動を確認しても良い。図９に示し

たように、１回の分析時間は約５０分でクロマトグラムを取得

できる。

７．HSCCCによる分離の実例紹介

図１０～１２に、HSCCCにより天然物成分（カテキン類）を

分離した実例を紹介する（東京薬科大学 渋沢先生、柳田先

生ご提供データ）[5]。ダイオードアレイ検出器を備えた日

立製 HPLC装置のインジェクターと検出器の間に、多層

PTFEコイル（１．６mm I.D.、３１５mL capacity）を備えた J型

CPC装置（EASY-PREP３２０、クツワ産業株式会社製）を接続

して使用した。二相溶媒系は t-ブチルメチルエーテル－アセ

トニトリル－水（０．１％TFA含有）（溶媒混合比２：２：

３）を使用し、下相（水相）を固定相として充填してから上

相（有機溶媒相）を移動相として送液する（流速：５mL）

順相分配モードで試料成分の分離を行った。

図１０は６種類のカテキン標準品を分離したクロマトグラム

であり、各標準品は疎水性分子から親水性分子の順にカラム

から溶出されている。また、図１１、１２はそれぞれ緑茶および

紅茶の抽出液を HSCCCに注入して得られたクロマトグラム

である。いずれの HSCCC分離においても試料注入後６０分で

移動相を上相から下相へ切り替えている。これにより、分離

当初はカラム内の固定相（下相）に強く保持されて溶出しな

かった成分を、同じ下相で押し出すことにより、最終的に抽

出液中の全成分をもれなく分離回収できていることがわか

る。

図８ 逆相 HSCCCのカラム内における分離過程の模式図

図９ リサーチ用カラムを用いた短時間分析例
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８．その他の分離手法や分離例など

HSCCCは固定相が液体であるがゆえに、通常の HPLCで

は不可能な様々な分離手法が存在する。詳しい解説は既報の

優れた総説[1]～[3]を参照頂きたいが、ここではそのいくつ

かを簡略に紹介する。

pHゾーンリファイニング法はイオン性化合物を分取ス

ケールで分離するために有用な手法として知られる。１３に示

したように、二相分液後に酸や塩基を加えてから固定相と移

動相としカラム内での中和反応により分離する手法で、イオ

ン性官能基を持つ成分を大量分取する上で有効な手法であ

る。溶出順序は溶質成分の pKaに依存し、サンプル量は通常

の液々分配の数倍の量を注入できる。

また HSCCCに水性二相溶媒系を適用することで、生体試

料中のタンパク質の分離を行うこともできる。残念ながら、

HSCCCで最も汎用される J型 CPC装置の通常コイルでは、

水性二相溶媒のような粘度が高く比重差の小さい二相溶媒系

を安定的に保持平衡化することがこれまではできなかった

が、近年コイル形状の見直しにより、水性二相溶媒の保持に

優れるスパイラルカラムが考案された。弊社で試作したスパ

イラルカラムと水性二相溶媒を用いタンパク質を分離した例

を図１４に示す。スパイラルカラムは通常のコイルとはチュー

ブの巻き方が異なり、一巻毎に外側へ巻いていき外側まで行

くと次の列の内側から巻き始める。固定相の保持力に優れて

いるため、水性二相溶媒のような Settling Timeが１分以上の

溶媒にも利用が可能であり、今後への期待は大きい。

９．実際の装置紹介

HSCCCの心臓部である J型 CPC装置は、市販の HPLC装

置一式（ポンプ、インジェクター、検出器、フラクションコ

レクター等）に簡単に接続することができる。クツワ産業株

図１２ 順相 HSCCCによる紅茶抽出物の分離例
t-BME：CAN：：水（０．１％ TFA含有）＝２：２：３
固定相：下相 移動相：上相（流速：５mL/min）１，０００rpm

図１０ 順相 HSCCCによるカテキン標準品の分離例
t-BME：CAN：：水（０．１％ TFA含有）＝２：２：３
固定相：下相 移動相：上相（流速：５mL/min）１，０００rpm

図１１ 順相 HSCCCによる緑茶抽出物の分離例
t-BME：CAN：：水（０．１％ TFA含有）＝２：２：３
固定相：下相 移動相：上相（流速：５mL/min）１，０００rpm

図１３ pHゾーンリファイニング法の模式図
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式会社は国内唯一の HSCCC用 J型 CPC装置の製造販売会

社である。最新モデルである Easy-PREP３２０装置（図１５参照）

は卓上型で幅約４０cmとコンパクトであり、内蔵の PTFE多

層コイルは約８００mLまでスケールアップすることができ

る。１回の注入量はカラム容量の５％が目安であり、最大４０

mLを高濃度でインジェクションできる。ただしサンプルが

高濃度でも二相を壊さないことが条件となる。

弊社の装置はトリプルローター方式、３個のカラムを１２０

度おきに配置し、比重の異なる溶媒を使用した場合でもカラ

ムの重量バランスを考えなくて良い。さらにコンパクトで大

容量が可能なデザインである。また開放部を広く取ってあり

メンテナンス性も重視している。コイルプラネット型カラム

は、リサーチカラム（２５mL、I.D.０．８５mm）、セミプレップ

カラム（３２０mL、I.D.１．６mm）、分取用カラム（約８００mL、

I.D.２．６mm）、スパイラルカラム（３０mL、７０mL、１０８mL、

２１０mL）を用意している。用途に応じカラム及び装置の製

作が可能である。

１０．おわりに

HSCCCは現在、欧米や中国などで非常に積極的に使用さ

れており、特に天然物中の生理活性成分の分取などでは絶大

な威力を発揮する。また、他の有機化合物や生体成分、無機

成分などの分析事例も多数報告されているが、今回は初歩的

な解説にとどめさせていただいた。さらに応用例や装置に興

味を感じた方は、遠慮なく弊社までお問い合わせ頂きたい。

この度の投稿にあたり東京薬科大学 渋沢庸一、柳田顕郎両

先生の多大なご協力を頂きました。心より感謝申し上げま

す。
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図１５ クツワ産業㈱製 J型 CPC装置：Easy-PREP３２０型
図１４ スパイラルカラムによるタンパク質分離例

INJ １ml（上相溶解） スパイラルカラム １０８ml
溶媒 １２．５％PEG１０００１２．５％ K２HPO４水溶液
移動相 下相０．５ml/min 検出 UV２８０nm
回転数 １０００R.P.M 固定相保持率 ８７％
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