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Abstract

The objective of this review is to describe column technology in capillary electrochromatography

(CEC), focusing especially on the methods for the in situ preparation of separation media inside fused

silica capillaries.  There are many monomers which can be polymerized directly in a capillary to be used

as stationary phase for CEC separation: (comonomers) acrylamides, alkyl acrylates, and styrene;

(crosslinking monomers) diacrylamides, diacrylates, and divinylbenzene; and (functional monomers) 2-

acrylamido-2-methyl-1-propane sufonic acid, vinyl sufonic acid, acrylic acid, acrylamido ammonium

halides, and ally ammonium halides.  In addition to the organic polymer-based stationary phases, silica-

based stationary phases are prepared from teraethoxysilane or tetramethoxysilane by the sol-gel

method.  In situ prepared columns possess some desirable features: column packing and frit construction

- the method makes these difficult steps unnecessary; and the electroosmotic flow is expected to be

constant at every part of the column.  Fifty-three papers are cited to review the development in the

specific area.
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１　はじめに

マイクロ高速液体クロマトグラフィー（HPLC）が開発さ

れてからすでに四半世紀が過ぎようとしている。その後，高

性能カラム調製法に関する多くの報告がなされ，それに合わ

せて多岐にわたる周辺技術が開発された［1,2］。最近では

種々の高性能マイクロカラムやその関連装置が市販されるよ

うになり，マイクロスケールの分離は研究者の手を離れて一

般にもかなり浸透してきた。この間，1980年代になってキャ

ピラリー電気泳動が発表され，それが普及したこともあって，

キャピラリーを用いる液体クロマトグラフィーの研究はさら
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［23］。これは通常の電気泳動と異なり，電気浸透流が発生し

ているために起こるためと考えられる。

UenoとKoideはエナンチオマー分離のためのアクリルアミ

ド系カラムを開発した［23－25］｡MBAAで架橋した

Poly(AMPS-co-AA)ヒドロゲルにキラルセレクターであるポ

リβ-シクロデキストリン（poly β-CD）やカルボキシメチルβ-
シクロデキストリンポリマー（CM β-CD polymer）を高分子
ゲルの網目構造中に閉じ込めることによって固定化した

［24］。共有結合によるβ-CDの固定化も検討された。アリルカ
ルバモイル化したβ-CDを合成し，AAｍ，MBAA，AMPSと
ともに重合し，カチオン性ならびに中性のエナンチオマーを

Table 1 Functional monomers used for generating anodic electroosmotic flowa

a The compounds listed here are commercially available. 
b The pK values are taken from refs. 26 and 27.

分離した［25］。さらに，N-（2-アクリルアミドエチル）トリ

エチルアンモニウムヨージドをfunctional monomerとして使

用し，酸性ならびに中性のエナンチオマーを分離した［23］。

Table 2に得られた結果を示す。

Novotnyのグループはより疎水性の高いモノマーを溶解す

るためにTB緩衝液とN-メチルホルムアミド（NMF）の混合

溶媒を用いた［28］。AAｍ，MBAA，アクリル酸（AA，

functional monomer）と疎水性モノマー（ブチルアクリレー

ト，ヘキシルアクリレート，またはラウリルアクリレート）

を組み合わせてAPS/TMEDAによりキャピラリー内で重合

した。疎水性モノマーの濃度が29％のとき，NMFの濃度は

formula name pKb

(CH2=C(CH3)COOCH2CH2N(CH3)3)Cl methacroylcholine chloride >12 

(CH2=CHCONHCH2CH2N(C2H5)3)I N-(2-acrylamidoethyl)triethyl ammonium iodide >12 

(CH2=CHCH2)2N(CH3)2)Cl diallydimethylammonium chloride >12 

CH2=CHCONH(CH2)3N(CH3)2 [(N,N,-dimethylamino)propyl]acrylamide 9.3

CH2=CHCONH(CH2)2N(CH3)2 [(N,N,-dimethylamino)ethyl]acrylamide 8.5

CH2=CHCONH(CH2)3N(C2H4)2O (3-morpholinopropyl)acrylamide 7.0

Table 2 Enantiomeric CEC of acidic and neutral compounds in a capillary filled with acrylamide based polymera.

ａ Modified from ref.23. Conditions: mobile phase 0.2 M Tris-0.3 M boric acid (pH 8.1); capillary, 75 _m i.d.×55-70 µm (effective length, 35 cm).
ｂ the retention time of the first eluted enaniomer.
ｃ The plate number per meter for the first eluted enantiomer.
ｄ The ratio of the retention times of the enantiomers.

t(min)b N(/103)c αd

ACIDIC

Dansyl Asp 23.4 78 1.16

Glu 23.4 83 1.13

Ser 27.8 151 1.10

Val 33.8 93 1.16

Thr 42.2 65 1.16

Met 31.5 95 1.09

Trp 56.8 80 1.04

Phe 74.4 41 1.06

Phenymercapturic acid 23.2 48 1.06

Warfarin 43.0 45 1.05

2-Phenoxypropionic acid 14.9 37 1.05

N-FMOC-Val 43.0 46 1.06

NEUTRAL

Benzoin 108.9 26 1.09

1-(1-Naphthalene)ethanol 58.7 58 1.01
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に広がりをみせている。

マイクロHPLCでは，高圧ポンプから充填カラムに毎分µr

の移動相を送液することにより分離が行われる。このとき，

カラム内の流れの速度分布は放物面を形成すると考えられて

いる。一方，電圧をカラムに印加して発生した電気浸透流は

栓流に近い速度分布をもつと考えられている［3］。この速度

分布の違いは，分離性能（HETP）の速度依存性を表すvan

Deemterの式のA項（渦巻き状拡散）の寄与に最も顕著に現

れる［4, 5］。

HPLC充填剤を充填したフューズドシリカキャピラリーの

両端に電圧を印加して分離を行う方法は一般にキャピラリー

電気クロマトグラフィー（capillary electrochromatography,

CEC）と呼ばれる［6, 7］。この方法は，HPLCとキャピラリ

ー電気泳動のハイブリッド技術であり，溶質は充填剤とカラ

ム壁の表面で発生する電気浸透流の存在下で，クロマトグラ

フィー相互作用と泳動移動度の違いによって分離される。

CECは高い分離選択性と分離性能を与えるが，そのカラム作

製は容易ではない。充填剤を保持するためのフリット作製な

らびに充填剤の充填に関して多くの研究が報告されている

が，相当熟練を要する。また，それぞれの作製方法でどの程

度再現性よく安定したカラム性能が得られるかは個人の技術

にかなり依存するように思われる。市販のカラムを利用する

ことも可能であるが，その評価はこれからである。このタイ

プのCECカラムに関連した別の問題は，キャピラリー通電を

遮断する気泡がフリット部で発生しやすいことである［4］。

移動相の十分な脱気をした後，入り口と出口のリザーバーに

等しい圧力をかける，あるいは，圧力差流を併用することが

推奨される［6］。気泡の問題を別にしても，微視的にはフリ

ット部と充填剤充填部で電気浸透流の速度が異なる可能性が

あり，これが流れの速度分布ならびにカラム性能に影響を与

えることは必然である。

以上述べたCECカラムの問題点を解決するために，シリカ

系充填剤粒子を互いに付着させることでフリットの要らない

カラムを作る方法が幾つか報告された［8－11］。付着のため

に使用した物質によって，充填剤本来の保持の減少が起こら

なければ，そして，付着の条件を再現性よく管理できれば，

フリット作製の問題は消える。あとの成否はマイクロHPLC

カラムと同様，充填剤をキャピラリーに充填する技術にかか

っている。

フリット作製と充填剤の充填が不要な充填カラムを製作す

るには，キャピラリー内で溶液から直接充填剤を合成すれば

よい。このようにして作製されたカラムはモノリスカラム、

フリットレスカラム，ロッドカラムなどと呼ばれている。こ

の方法はかなり以前にガスクロマトグラフィーや液体クロマ

トグラフィーで試みられた［12－15］が，当時あまり注目さ

れなかったと思われる。さらに1990年代に入ってHjerténら

がこのタイプのHPLCカラムを発表する［16－19］が，強い

関心が寄せられるようになったのはCECが注目されるように

なった最近のことである［20］。

本稿では，キャピラリー内で重合により得られる有機ポリ

マーならびにシリカゲルからなる，いわゆる「一体型」カラ

ムを用いるCECについて，これまでの進歩を振り返る。

２　有機ポリマー系

アクリルアミド系カラムはCECカラムとして最初に使用さ

れた。従来のゲル電気泳動法の延長線上にありながら，キャ

ピラリー内で重合されたポリマーが電荷ならびに相互作用を

有する物質からなるという点で過去のものとは基本的に異な

る。これらの相互作用は，従来からのタンパク質や核酸のゲ

ル電気泳動では一般に好ましくない。しかし，有効なゼータ

電位をポリマーに付与して電気浸透流を発生するには，クロ

マトグラフィー相互作用を与えるモノマーを電荷をもつモノ

マー（functional monomer）と共重合することが効果的であ

る。これにより，電荷を持つ化合物だけでなく電荷を持たな

い化合物も分離できる。Fujimotoらは，0.1MTris-0.15Mホウ

酸（TB）緩衝液中で2-アクリルアミド－2-メチル－1－プロ

パンスルホン酸（AMPS）をfunctional monomerに用い，ア

クリルアミド（AAｍ）とN,N’-メチレンビスアクリルアミド

（MBAA，架橋剤）を過硫酸アンモニウム（APS）と

N,N,N’,N’-テトラメチルエチレンジアミン（TMEDA）によ

ってキャピラリー内で重合した［20, 21］。キャピラリーは予

め3-メタクリルオキシプロピルトリメトキシシラン（MAPS，

固定相のキャピラリー壁へのアンカー試薬，bifunctional

reagent）で処理してあるため，固定相はキャピラリー壁に

結合しており，電気浸透流が発生してもカラムから流出する

ことはない。このカラムを用いて中性溶質の分離が達成され

たが，このときの分離は主に分子ふるいによるものと予想さ

れた。続いて，親水性のアクリルアミドをより疎水性の高い

N-イソプロピルアクリルアミドに代え，アセトニトリル混合

溶媒を用いて逆相CEC分離を行った［22］。電気浸透流は

APSのモル比ともに増加した。APSは陽極から陰極へ向かう

電気浸透流を与えるが，四級アンモニウム塩モノマーを使用

すると，その方向を逆にすることができる。Table 1に，陰

極から陽極へ向かう電気浸透流を発生しうるfunctional

monomerを示した。このうちの幾つかについては実際にカラ

ムが作製され，その方向が確認されている［22, 23］。さらに，

このアクリルアミド系カラムは，たとえカラムの調製中や分

離中に気泡が発生しても，通電とともに気泡が消失するとい

う特徴を有する。これについては著者が顕微鏡ビデオ観察に

より確認しており，他の研究者によっても報告されている
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い化合物も分離できる。Fujimotoらは，0.1MTris-0.15Mホウ

酸（TB）緩衝液中で2-アクリルアミド－2-メチル－1－プロ

パンスルホン酸（AMPS）をfunctional monomerに用い，ア

クリルアミド（AAｍ）とN,N’-メチレンビスアクリルアミド

（MBAA，架橋剤）を過硫酸アンモニウム（APS）と

N,N,N’,N’-テトラメチルエチレンジアミン（TMEDA）によ

ってキャピラリー内で重合した［20, 21］。キャピラリーは予

め3-メタクリルオキシプロピルトリメトキシシラン（MAPS，

固定相のキャピラリー壁へのアンカー試薬，bifunctional

reagent）で処理してあるため，固定相はキャピラリー壁に

結合しており，電気浸透流が発生してもカラムから流出する

ことはない。このカラムを用いて中性溶質の分離が達成され

たが，このときの分離は主に分子ふるいによるものと予想さ

れた。続いて，親水性のアクリルアミドをより疎水性の高い

N-イソプロピルアクリルアミドに代え，アセトニトリル混合

溶媒を用いて逆相CEC分離を行った［22］。電気浸透流は

APSのモル比ともに増加した。APSは陽極から陰極へ向かう

電気浸透流を与えるが，四級アンモニウム塩モノマーを使用

すると，その方向を逆にすることができる。Table 1に，陰

極から陽極へ向かう電気浸透流を発生しうるfunctional

monomerを示した。このうちの幾つかについては実際にカラ

ムが作製され，その方向が確認されている［22, 23］。さらに，

このアクリルアミド系カラムは，たとえカラムの調製中や分

離中に気泡が発生しても，通電とともに気泡が消失するとい

う特徴を有する。これについては著者が顕微鏡ビデオ観察に

より確認しており，他の研究者によっても報告されている
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能性モノマー（テンプレート分子と相互作用する分子）と架

橋性モノマーを重合する。相互作用として水素結合が利用さ

れる場合には重合には非水素結合性溶媒が好まれる［42］。

重合終了後にテンプレート分子が抽出・除去され，特異的相

互作用部位がポリマー中に残される。英語のfunctional

monomerは，２節有機ポリマー系ではEOF発生機能を有す

る荷電性モノマーの意味で使用されているが，MI法ではテ

ンプレートと相互作用する置換基をもつモノマーの意味で使

われる。移動相の条件によっては，ポリマー形成後にMI機

能性モノマー部分が電荷を持ち，十分なEOFを発生させるこ

とがある。

HoboらのグループはL-フェニルアラニンアニリド（テンプ

レート分子），MAA／2-ビニルピリジン（VP）（機能性モノ

マー），EDMA（架橋性モノマー）をAIBNを開始剤として

クロロホルム中60℃で重合した［43］。テンプレート分子は

カラムの通電により除去された。キャピラリーにはグリニャ

ール試薬で処理されたものが使用された。アセトニトリル/

酢酸/水（80：10：10）が移動相として使用された。テンプ

レート分子はL-フェニルアラニンのクロロホルムへの溶解性

が低いために選ばれたが，L-フェニルアラニンならびに類似

構造をもつアミノ酸のエナンチオマー分離に有効であった。

NilssonらはMAPSで処理したキャピラリー内で，β-アドレ
ナリン性ブロッカー（プロプラノロールとメトロプロロール，

テンプレート分子），メタクリル酸（機能性モノマー），トリ

メチロールプロパントリメタクリレート（TRIM，架橋性モ

ノマー）をAIBNを開始剤としてトルエン中-20℃で光重合し

た［44］。80分で光照射を止め，カラムをアセトニトリル/酢

酸 pH 3.0（80：20）でフラッシュした。1-25％のイソオクタ

ンを含むトルエンをporogen溶媒として使用したときには，

反応を途中で打ち切らなくてもスーパーポア構造が形成でき

た［45, 46］。プロプラノロールをテンプレート分子とした

MI-CECにより他の構造類似体も分離された［47］。局所麻酔

薬ロピバカイン（テンプレート分子），MAA，VP（以上，

機能性モノマー），TRIM，EDM，ペンタエリトリトールト

リアクリレート（PETRA），ペンタエリトリトールテトラア

クリレート（PETEA）（以上，架橋性モノマー）をキャピラ

リー内で重合し，ロピバカインならびに構造類似体をエナン

チオマー分離した［46］。

４　無機ポリマー系

ゾルーゲル法によるシリカゲル固定相の合成がキャピラリ

ー内で行われた。WendelkenはSiO2とK2Oの混合物にホルム

アミドを加えた混合物をキャピラリーに導入してシリカゲル

固定相を合成した［48］。その後，オクタデシルジメチルク

ロロシラン（ODS-Cl）またはオクタデシルジメチル-N,N-ジ

エチルアミノシラン（ODS-DEA）で誘導体化した。テトラ

エトキシシラン（TEOS）とn-オクチルトリエトキシシラン

の加水分解溶液による誘導体化も試みられた。

Fujimotoは，多孔性シリカロッドHPLCカラムに関する

Tanakaらの方法［49］をキャピラリー内重合に適用できる

ように検討した［4, 50, 51］。テトラメトキシシラン（TMOS），

PEG（分子量10,000），酢酸水溶液の混合物をキャピラリーの

一部に注入して40℃に保ち，湿潤ゲル体を得た。60-80℃で乾

燥した後，300℃で加熱処理した。得られたゲルをODS-Clと

反応させ，逆相充填剤とした。Fig.1はこの方法によって得ら

れたカラムの断面である。2µm程度の粒子が観察されるが，
その表面はアンモニア処理の条件によって変わる。アセトニ

トリル/HEPES（60：40）を移動相に用いてパラベンに対し

て流速約0.4mm/sで9－10µmの段高を得た。より大きなスル
ーポアの存在も指摘されているが［49, 52, 53］，キャピラリ

ーを折るときに粒子同士が無理やり剥がされること，チャー

ジアップのために脆い部分が引き剥がされることがあると思

われるため，走査型電子顕微鏡写真だけでは結論づけられな

かった。Fig.2はこのカラムによって得られた多環芳香族化合

物の分離例，Fig.3はフラーレンの分離例である。

Fig. 1 Scanning electron micrograph of silica prepared directly in a
fused silica capillary.  The inner diameter of the capillary is 75
µm.
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アクリル酸ブチルに対して50％，アクリル酸ラウリルに対し

て95％であった。重合溶液中に分子量10,000のポリエチレン

グリコール（PEG）を３％加えることによって高いカラム性

能が得られた。PEGは分離の前に電気浸透流によりカラムか

ら除かれた。このような親水性ポリマーの添加は架橋以前に

アクリルアミド鎖の凝集をもたらし，大きな細孔構造を与え

ると考えられている［29］。functional monomerとしてはビ

ニルスルホン酸（VS）も使用された［28］。

Hjerténらのグループは,種々のアクリルアミド系CECカラ

ムの調製法を示した［30－32］。最初に報告された方法［30，

31］は多段階によるもので，次のステップからなる。

１）予めMAPSで処理したキャピラリー中で，硫酸アンモニ

ウム（高濃度）を含むAPS/TEMED系によりヒドロキ

シエチルメタクリレート（HEMA）とピペラジンジアク

リルアミド（PDAAm,架橋性モノマー）（いずれも10％

以下）を共重合し，細孔構造を有するマトリックスを構

築する。

２）細孔内でアリルグリシジルエーテル，HEMA，PDAAm，

デキストラン硫酸（Na塩，分子量50 0 , 0 0 0）を

APS/TEMEDにより重合し，電気浸透流を発生するポ

リマーを形成する。

３）1，2－エポキシオクタデカンのエポキシド基をカラム内

物質の水酸基やエポキシド基とBF3を触媒として反応さ

せることにより，疎水基を導入する。反応はトルエンを

溶媒とし，超音波浴中で行われた。

後に同じグループによってより簡便な方法が発表された

［32］。PDAAm，メタクリルアミド（MAAｍ），VS，硫酸ア

ンモニウムを0.015M Trisに溶解し，ステアリルメタクリレ

ート（SMA）（またはn-ブチルメタクリレート，BMA）なら

びにトリトンX-100（メタクリレートの溶解のために添加）

を加え，APS/TMDAにより重合した。このカラムを臨界ミ

セル濃度以下のドデシル硫酸ナトリウムを含む移動相と組み

合わせて分離度の高い分離を達成した｡

最近の論文でHjerténらは［33］，PDAAｍ，MAAｍ，

SMAを少量のジメチルホルムアミドを含む緩衝液中で，超

音波を照射して乳化し，APS/TMDAにより重合を開始した。

一度重合禁止剤を加えて反応を抑制したのち，このエマルジ

ョンにジメチルジアリルアンモニウムクロリド（DMDA，

functional monomer）とPDAAm（DMDA，PDAAmどちら

も架橋性モノマー）を加えて，APS/TMEDAにより再び重

合を開始した。これによりエマルジョン中のポリマー粒子の

表面に電荷をもったモノマーが結合する。この反応混合物を

MAPSで処理したキャピラリーに導入し，反応を完結させた。

DMDAの量を変えることにより，電気浸透流の異なる２種

類のカラムを製作し，これを用いてタンパク質の逆相CECに

よるグラジェント溶離について考察した。

FréchetらはHPLCカラムで検討した手法をCECに適用した

［34－37］。エチレングリコールジメタクリレート（EDMA），

BMA，AMPS混合物にアゾビスイソブチロニトリル（AIBN，

開始剤）を溶解した後，1-プロパノール，1,4-ブタンジオール，

水の３成分からなるporogen（細孔形成剤）を加えて，未処

理のキャピラリーに導入し，熱的に［34－36］あるいは紫外

線照射下［37］で重合を行った。３成分系溶媒中の1-プロパ

ノールの割合は細孔の大きさに著しく影響し，250-3000nmの

範囲で制御できた［35］。中性低分子の逆相分離に加えて，

高分子量ポリスチレンのサイズ排除CEC分離も示された

［36］。N-（3,5-ジニトロベンゾイル）ロイシンジアリルアミド

のエンンチオマー分離のために，EDMA,グリシジルメタク

リレート（GMA），AMPSのNa塩，2-ヒドロキシエチルメタ

クリレート（N-L-バリン3,5-ジメチルアニリド）カーバメート

（キラルセレクター）を３成分系溶媒中でAIBNを用いて重合

した［38］。重合終了後，酸を流してエポキシド環を加水分

解して親水性ポリマーに変えることにより，高い分離効率で

エナンチオマー分離が達成された。

Horváthらは単一アルコールまたは３成分系porogen溶媒を

用いて，AIBNを開始剤としてスチレン（St）とジビニルベ

ンゼン（DVB）の重合を行った［39］。functional monomer

を用いていないにもかかわらず十分な電気浸透流を与えた。

ビニルベンジルクロリドとDVBの重合をn-プロパノール/ホ

ルムアミド混合溶媒をporogenとしてキャピラリー内で重合

した後，N,N-ジメチルオクチルアミンと反応させて，四級ア

ンモニウム基を有する疎水基を導入した［39］。これらのカ

ラムを用いてペプチドのCEC分離が行われた。MAPSによる

キャピラリー内壁の処理法について検討した。最近，

Horvá thらはn-プロパノール-ホルムアミド混合溶媒を

porogenとして用いて，グリシジルメタクリレート，メチル

メタクリレート，EDMA（架橋剤）の重合を行った［40］。

続いて，細孔内をN-エチルブチルアミンで満たしてグリシジ

ルメタクリレートのエポキシド環と反応させ，四級アンモニ

ウム基を導入した。アセトニトリル混合溶媒（酸性）を用い

てタンパク質，ペプチドの分離が行われた。

Zhangらはトルエン中St，DVB，メタクリル酸（MAA）

をAIBNによりキャピラリー内重合したカラムを用い，中性

分子の高速逆相CEC分離を行った［41］。

３　モレキュラーインプリントポリマー系

モレキュラーインプリント法（MI法）を用いるCECでは

重合によって生成した微視的的環境がエナンチオマーの分離

に用いられる。テンプレート分子（ポリマーに分子を記憶さ

せておくために重合溶液中に加えられる分子）の存在下に機
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能性モノマー（テンプレート分子と相互作用する分子）と架

橋性モノマーを重合する。相互作用として水素結合が利用さ

れる場合には重合には非水素結合性溶媒が好まれる［42］。

重合終了後にテンプレート分子が抽出・除去され，特異的相

互作用部位がポリマー中に残される。英語のfunctional

monomerは，２節有機ポリマー系ではEOF発生機能を有す

る荷電性モノマーの意味で使用されているが，MI法ではテ

ンプレートと相互作用する置換基をもつモノマーの意味で使

われる。移動相の条件によっては，ポリマー形成後にMI機

能性モノマー部分が電荷を持ち，十分なEOFを発生させるこ

とがある。

HoboらのグループはL-フェニルアラニンアニリド（テンプ

レート分子），MAA／2-ビニルピリジン（VP）（機能性モノ

マー），EDMA（架橋性モノマー）をAIBNを開始剤として

クロロホルム中60℃で重合した［43］。テンプレート分子は

カラムの通電により除去された。キャピラリーにはグリニャ

ール試薬で処理されたものが使用された。アセトニトリル/

酢酸/水（80：10：10）が移動相として使用された。テンプ

レート分子はL-フェニルアラニンのクロロホルムへの溶解性

が低いために選ばれたが，L-フェニルアラニンならびに類似

構造をもつアミノ酸のエナンチオマー分離に有効であった。

NilssonらはMAPSで処理したキャピラリー内で，β-アドレ
ナリン性ブロッカー（プロプラノロールとメトロプロロール，

テンプレート分子），メタクリル酸（機能性モノマー），トリ

メチロールプロパントリメタクリレート（TRIM，架橋性モ

ノマー）をAIBNを開始剤としてトルエン中-20℃で光重合し

た［44］。80分で光照射を止め，カラムをアセトニトリル/酢

酸 pH 3.0（80：20）でフラッシュした。1-25％のイソオクタ

ンを含むトルエンをporogen溶媒として使用したときには，

反応を途中で打ち切らなくてもスーパーポア構造が形成でき

た［45, 46］。プロプラノロールをテンプレート分子とした

MI-CECにより他の構造類似体も分離された［47］。局所麻酔

薬ロピバカイン（テンプレート分子），MAA，VP（以上，

機能性モノマー），TRIM，EDM，ペンタエリトリトールト

リアクリレート（PETRA），ペンタエリトリトールテトラア

クリレート（PETEA）（以上，架橋性モノマー）をキャピラ

リー内で重合し，ロピバカインならびに構造類似体をエナン

チオマー分離した［46］。

４　無機ポリマー系

ゾルーゲル法によるシリカゲル固定相の合成がキャピラリ

ー内で行われた。WendelkenはSiO2とK2Oの混合物にホルム

アミドを加えた混合物をキャピラリーに導入してシリカゲル

固定相を合成した［48］。その後，オクタデシルジメチルク

ロロシラン（ODS-Cl）またはオクタデシルジメチル-N,N-ジ

エチルアミノシラン（ODS-DEA）で誘導体化した。テトラ

エトキシシラン（TEOS）とn-オクチルトリエトキシシラン

の加水分解溶液による誘導体化も試みられた。

Fujimotoは，多孔性シリカロッドHPLCカラムに関する

Tanakaらの方法［49］をキャピラリー内重合に適用できる

ように検討した［4, 50, 51］。テトラメトキシシラン（TMOS），

PEG（分子量10,000），酢酸水溶液の混合物をキャピラリーの

一部に注入して40℃に保ち，湿潤ゲル体を得た。60-80℃で乾

燥した後，300℃で加熱処理した。得られたゲルをODS-Clと

反応させ，逆相充填剤とした。Fig.1はこの方法によって得ら

れたカラムの断面である。2µm程度の粒子が観察されるが，
その表面はアンモニア処理の条件によって変わる。アセトニ

トリル/HEPES（60：40）を移動相に用いてパラベンに対し

て流速約0.4mm/sで9－10µmの段高を得た。より大きなスル
ーポアの存在も指摘されているが［49, 52, 53］，キャピラリ

ーを折るときに粒子同士が無理やり剥がされること，チャー

ジアップのために脆い部分が引き剥がされることがあると思

われるため，走査型電子顕微鏡写真だけでは結論づけられな

かった。Fig.2はこのカラムによって得られた多環芳香族化合

物の分離例，Fig.3はフラーレンの分離例である。

Fig. 1 Scanning electron micrograph of silica prepared directly in a
fused silica capillary.  The inner diameter of the capillary is 75
µm.
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アクリル酸ブチルに対して50％，アクリル酸ラウリルに対し

て95％であった。重合溶液中に分子量10,000のポリエチレン

グリコール（PEG）を３％加えることによって高いカラム性

能が得られた。PEGは分離の前に電気浸透流によりカラムか

ら除かれた。このような親水性ポリマーの添加は架橋以前に

アクリルアミド鎖の凝集をもたらし，大きな細孔構造を与え

ると考えられている［29］。functional monomerとしてはビ

ニルスルホン酸（VS）も使用された［28］。

Hjerténらのグループは,種々のアクリルアミド系CECカラ

ムの調製法を示した［30－32］。最初に報告された方法［30，

31］は多段階によるもので，次のステップからなる。

１）予めMAPSで処理したキャピラリー中で，硫酸アンモニ

ウム（高濃度）を含むAPS/TEMED系によりヒドロキ

シエチルメタクリレート（HEMA）とピペラジンジアク

リルアミド（PDAAm,架橋性モノマー）（いずれも10％

以下）を共重合し，細孔構造を有するマトリックスを構

築する。

２）細孔内でアリルグリシジルエーテル，HEMA，PDAAm，

デキストラン硫酸（Na塩，分子量50 0 , 0 0 0）を

APS/TEMEDにより重合し，電気浸透流を発生するポ

リマーを形成する。

３）1，2－エポキシオクタデカンのエポキシド基をカラム内

物質の水酸基やエポキシド基とBF3を触媒として反応さ

せることにより，疎水基を導入する。反応はトルエンを

溶媒とし，超音波浴中で行われた。

後に同じグループによってより簡便な方法が発表された

［32］。PDAAm，メタクリルアミド（MAAｍ），VS，硫酸ア

ンモニウムを0.015M Trisに溶解し，ステアリルメタクリレ

ート（SMA）（またはn-ブチルメタクリレート，BMA）なら

びにトリトンX-100（メタクリレートの溶解のために添加）

を加え，APS/TMDAにより重合した。このカラムを臨界ミ

セル濃度以下のドデシル硫酸ナトリウムを含む移動相と組み

合わせて分離度の高い分離を達成した｡

最近の論文でHjerténらは［33］，PDAAｍ，MAAｍ，

SMAを少量のジメチルホルムアミドを含む緩衝液中で，超

音波を照射して乳化し，APS/TMDAにより重合を開始した。

一度重合禁止剤を加えて反応を抑制したのち，このエマルジ

ョンにジメチルジアリルアンモニウムクロリド（DMDA，

functional monomer）とPDAAm（DMDA，PDAAmどちら

も架橋性モノマー）を加えて，APS/TMEDAにより再び重

合を開始した。これによりエマルジョン中のポリマー粒子の

表面に電荷をもったモノマーが結合する。この反応混合物を

MAPSで処理したキャピラリーに導入し，反応を完結させた。

DMDAの量を変えることにより，電気浸透流の異なる２種

類のカラムを製作し，これを用いてタンパク質の逆相CECに

よるグラジェント溶離について考察した。

FréchetらはHPLCカラムで検討した手法をCECに適用した

［34－37］。エチレングリコールジメタクリレート（EDMA），

BMA，AMPS混合物にアゾビスイソブチロニトリル（AIBN，

開始剤）を溶解した後，1-プロパノール，1,4-ブタンジオール，

水の３成分からなるporogen（細孔形成剤）を加えて，未処

理のキャピラリーに導入し，熱的に［34－36］あるいは紫外

線照射下［37］で重合を行った。３成分系溶媒中の1-プロパ

ノールの割合は細孔の大きさに著しく影響し，250-3000nmの

範囲で制御できた［35］。中性低分子の逆相分離に加えて，

高分子量ポリスチレンのサイズ排除CEC分離も示された

［36］。N-（3,5-ジニトロベンゾイル）ロイシンジアリルアミド

のエンンチオマー分離のために，EDMA,グリシジルメタク

リレート（GMA），AMPSのNa塩，2-ヒドロキシエチルメタ

クリレート（N-L-バリン3,5-ジメチルアニリド）カーバメート

（キラルセレクター）を３成分系溶媒中でAIBNを用いて重合

した［38］。重合終了後，酸を流してエポキシド環を加水分

解して親水性ポリマーに変えることにより，高い分離効率で

エナンチオマー分離が達成された。

Horváthらは単一アルコールまたは３成分系porogen溶媒を

用いて，AIBNを開始剤としてスチレン（St）とジビニルベ

ンゼン（DVB）の重合を行った［39］。functional monomer

を用いていないにもかかわらず十分な電気浸透流を与えた。

ビニルベンジルクロリドとDVBの重合をn-プロパノール/ホ

ルムアミド混合溶媒をporogenとしてキャピラリー内で重合

した後，N,N-ジメチルオクチルアミンと反応させて，四級ア

ンモニウム基を有する疎水基を導入した［39］。これらのカ

ラムを用いてペプチドのCEC分離が行われた。MAPSによる

キャピラリー内壁の処理法について検討した。最近，

Horvá thらはn-プロパノール-ホルムアミド混合溶媒を

porogenとして用いて，グリシジルメタクリレート，メチル

メタクリレート，EDMA（架橋剤）の重合を行った［40］。

続いて，細孔内をN-エチルブチルアミンで満たしてグリシジ

ルメタクリレートのエポキシド環と反応させ，四級アンモニ

ウム基を導入した。アセトニトリル混合溶媒（酸性）を用い

てタンパク質，ペプチドの分離が行われた。

Zhangらはトルエン中St，DVB，メタクリル酸（MAA）

をAIBNによりキャピラリー内重合したカラムを用い，中性

分子の高速逆相CEC分離を行った［41］。

３　モレキュラーインプリントポリマー系

モレキュラーインプリント法（MI法）を用いるCECでは

重合によって生成した微視的的環境がエナンチオマーの分離

に用いられる。テンプレート分子（ポリマーに分子を記憶さ

せておくために重合溶液中に加えられる分子）の存在下に機
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最近，Tanakaらによって具体的なカラム作製方法が発表

された［52, 53］。反応物の組成は彼らがHPLCカラム用に用

いたものと同じであるが，HPLCではゲル生成後にカラム材

で被うため，ゲル生成後の処理方法に違いがある。ODS化は

ODS-DEA［52, 53］，ODS-Cl［53］，オクタデシルトリクロ

ロシラン（ODS-TriCl）［53］により行われた。キャピラリー

の全長が充填されたカラムを使用し，アセトニトリル/Tris

（90：10）を移動相に用いてアルキルベンゼンに対して流速

1.3mm/sで7－8µmの段高を得た［52］。ODS-TriClで修飾し
たカラムを用いてヘキシルベンゼンに対してさらに小さい段

高が得られた［53］。

５　おわりに

本稿ではCECカラム技術を中心に紹介した。一つのCECカ

ラムが報告される前に， HPLCや電気泳動の分野でそれに関

連した多くの研究報告がある。その数はあまりにも多くて割

愛せざるを得なかった。有機ポリマー系カラムでは広い範囲

のpHの移動相が使用でき，また，電気浸透流の大きさも重

合溶液中のfunctional monomerの仕込み量で制御できること

が，シリカゲル系カラムにない利点である。一方，シリカゲ

ル系カラムではこれまでHPLCで得られた保持や分離選択性

に関する情報が豊富である。本稿ではカラム性能についてほ

とんど触れなかったが，いずれのカラムでも細孔構造はカラ

ム性能に大きな影響を与える。また，実際の適用に当っては，

電気浸透流の高い再現性が重要になる。HPLCとの違いを考

えるとき，試料の電荷について考慮することは勿論であるが，

移動相の選択はHPLCほど自由ではないことに留意すべきで

ある。CECではこれまで高い電気浸透流を与えるアセトニト

リルが主に使用されてきた。溶媒に制限があるCECにおいて

は，この意味でもCECのための新しい固定相の開発が必要に

なるだろう。

Fig. 2 Electrochromatogram of a mixture of polyaromatic hydrocarbons.
Column; ODS-modified silica monolith,  75 µm×48.9 cm (23.7 cm
packed bed); mobile phase; acetonitrile-50 mM HEPES pH6.8
(80:20); applied voltage, 20 kV; current, 2 µA; injection, 2 s (4kV)
electrokinetic; detection, 254 nm; solutes, (1) naphthalene, (2)
anthracene, (3) triphenylene, (4) benzo[a]pyrene, and (5)
benzo[ghi]perylene.

Fig. 2 Electrochromatogram of a fullerene mixture. Column; ODS-
modified silica monolith,  75 µm×47.7 cm (22.5 cm packed bed);
mobile phase; tetrahydrofuran-acetonitrile (50:50) containing 5 mM
tetrabutylammonium percholate; applied voltage, 15 kV;  current,
6 µA; injection, 2 s (2.5kV) electrokinetic; detection, 350 nm;
solutes, (1)C60, and (2) C70.
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最近，Tanakaらによって具体的なカラム作製方法が発表

された［52, 53］。反応物の組成は彼らがHPLCカラム用に用

いたものと同じであるが，HPLCではゲル生成後にカラム材

で被うため，ゲル生成後の処理方法に違いがある。ODS化は

ODS-DEA［52, 53］，ODS-Cl［53］，オクタデシルトリクロ

ロシラン（ODS-TriCl）［53］により行われた。キャピラリー

の全長が充填されたカラムを使用し，アセトニトリル/Tris

（90：10）を移動相に用いてアルキルベンゼンに対して流速

1.3mm/sで7－8µmの段高を得た［52］。ODS-TriClで修飾し
たカラムを用いてヘキシルベンゼンに対してさらに小さい段

高が得られた［53］。

５　おわりに

本稿ではCECカラム技術を中心に紹介した。一つのCECカ

ラムが報告される前に， HPLCや電気泳動の分野でそれに関

連した多くの研究報告がある。その数はあまりにも多くて割

愛せざるを得なかった。有機ポリマー系カラムでは広い範囲

のpHの移動相が使用でき，また，電気浸透流の大きさも重

合溶液中のfunctional monomerの仕込み量で制御できること

が，シリカゲル系カラムにない利点である。一方，シリカゲ

ル系カラムではこれまでHPLCで得られた保持や分離選択性

に関する情報が豊富である。本稿ではカラム性能についてほ

とんど触れなかったが，いずれのカラムでも細孔構造はカラ

ム性能に大きな影響を与える。また，実際の適用に当っては，

電気浸透流の高い再現性が重要になる。HPLCとの違いを考

えるとき，試料の電荷について考慮することは勿論であるが，

移動相の選択はHPLCほど自由ではないことに留意すべきで

ある。CECではこれまで高い電気浸透流を与えるアセトニト

リルが主に使用されてきた。溶媒に制限があるCECにおいて

は，この意味でもCECのための新しい固定相の開発が必要に

なるだろう。

Fig. 2 Electrochromatogram of a mixture of polyaromatic hydrocarbons.
Column; ODS-modified silica monolith,  75 µm×48.9 cm (23.7 cm
packed bed); mobile phase; acetonitrile-50 mM HEPES pH6.8
(80:20); applied voltage, 20 kV; current, 2 µA; injection, 2 s (4kV)
electrokinetic; detection, 254 nm; solutes, (1) naphthalene, (2)
anthracene, (3) triphenylene, (4) benzo[a]pyrene, and (5)
benzo[ghi]perylene.

Fig. 2 Electrochromatogram of a fullerene mixture. Column; ODS-
modified silica monolith,  75 µm×47.7 cm (22.5 cm packed bed);
mobile phase; tetrahydrofuran-acetonitrile (50:50) containing 5 mM
tetrabutylammonium percholate; applied voltage, 15 kV;  current,
6 µA; injection, 2 s (2.5kV) electrokinetic; detection, 350 nm;
solutes, (1)C60, and (2) C70.



Received, November 8, 1999.    Accepted, March 13 , 2000.

Chromatography, Vol.21 No.3(2000) Original

－203－

イオン交換樹脂を利用した人蔘サポニン分離法の開発

Original

成鍾煥1，蔡煕政2，金義 †

ソウル市立大学校化学工学科，１㈱一和中央研究所，２湖西大学校食品加工工学科

Abstract

A new method to prepare saponin fractions from Ginseng whole extracts was developed. A separa-

tion procedure was establisherd using HP-20, a porous adsorption resin. After adsorption, fellowed by

elution with water and methanol, high yield and high content of Ginseng Total saponins (GTS) were

obtained. The recovery yields of GTS prepared by conventional methods such as n-butanol (BuOH)

method and sep-pak C18 cartridge method were compared with that by HP based method. Ginsenoside

content in GTS prepared by HP method was significantly higher than that by BuOH-method. In

addition, when HP method was used, GTS was separated completely into protopanaxadiol (PPD)- and

protopanaxatriol (PPT)-type saponins with high rapidity. Consequently HP-20 method was found to be

superior to BuOH method in the preparation of GTS, PPD and PPT fractions from Ginseng whole

extracts.

Key words : Ginseng total saponins(GTS), HP resin, Protopsnaxadiol(PPD), Protopanaxztriol(PPT),
Recovery yield.
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はじめに

人蔘（Panax ginseng C. A. Mayer, Araliaceae）は、韓國並

びに中東北部の山岳地帶に自生している多年生草本である。

数千年前から神秘の霊薬として珍重された薬草で、中国本草

学の原典である“農神本草経”に上薬として収載されている。

現在は、そのほとんどが栽培品として、健胃消化剤、整腸剤、

鎭痛剤、滋養強壯剤などの多くの漢方処方で使用されている。

人蔘成分の中でサポニン（ginseng total saponins、GTS）

が薬理活性を持つ物質として確認された（１）。サポニンとは

スペイン語の泡に由来し、持続的に泡があり、水やアルコー

ルによく溶ける物質を意味する。Fig.1に表わすように、GTS

はtriterpene骨格のR1、R2、R3の位置に糖類が結合した構造

を持つ。1966年、柴田らは人蔘に含有される配糖体を、薄層ク

ロマトグラフでのRF値の順でginsenoside-Ra(Ra)、-Rb1、

-Rb2、-Rc、-Rd、-Re、-RF、-RG、-RH等と命名した（２）。

Ginsenosideは、20（S）-protopanaxadiol（PPD、doil系、Rb1、
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