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研究成果の概要（和文）：本研究では、天然由来の機能性物質を対象とした効率的かつ高精度な

分離・精製を目指して、高速向流クロマトグラフィー/質量分析法（HSCCC/MS）の開発を行

った。HSCCC/MS は、液-液分配の原理に基づき、大量注入したサンプルを効率的に分離精製

ができ、同時に質量分析・解析ができる新規の分析技術となり得た。本方法は、天然由来の抗

生物質、食品添加物などに応用でき、薬学全体への波及効果も高いものと考えられる。また、

実際には、抗生物質であるゲンタマイシン、エンラマイシンなどへ応用でき、いずれも数 mg

単位で単離精製を行いながら、MS 解析も達成でき、本研究としての一つの目標を達成した。 
 
研究成果の概要（英文）：This study aims to develop useful purification utilized with mass 
spectrometric monitoring for high-speed counter-current chromatography (HSCCC), which 
is free of irreversible adsorption and offers high resolution comparable to column 
chromatography.  HSCCC has been widely used in preparative separation and purification 
of natural, medical and biochemical products.  Our study was reported that HSCCC 
system was efficiently applied to separation of the gentamicin and polypeptide using 
on-line mass spectrometric monitoring with electrospray ionization.  This technique would 
be useful purification of bioactive compounds for continuous mass spectrometric data 
acquisition, and 'target'-guided fractionation of small/large molecular.  In this report, the 
HSCCC coupled with mass spectrometry technique was developed for the purification of 
bioactive compounds in natural extracts. 
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１．研究開始当初の背景 

申請者は、液体クロマトグラフィーやガス
クロマトグラフィーを用いて、天然由来の
様々な化学物質の衛生化学的評価となる測
定法の構築を遂行してきた。それらの研究を
推進していく中で、天然由来の機能性物質に
おける効率的かつ高精度な分離・精製技術お
よび同時解析の必要性を感じ、本研究の提案
と実施について行うこととした。その理由と
して、天然由来の機能性物質に対する標準品
は、殆ど無く、正確な定量的評価が不可能で
あること また、各成分の構造情報取得は、
別途分析法による非効率的な解析となるこ
とが挙げられる。上記の問題点を解決するた
めには、新たな概念に基づく分離技術とモニ
タリングにおける分析技術の供給とその応
用・展開が望まれた。そこで、申請者が現在
までに質量分析法を応用した研究の経緯を
基 盤 と し て 、 新 た な 分 析 技 術 で あ る
HSCCC/MS を構築することとした。 
 
２．研究の目的 

本計画を 3 年として、研究を実施した。各
年度における目標を下記に示す。 
 
平成 20 年度：初年度は、HSCCC 法の基礎的
な検討および MS への連結などのハード面で
の研究を遂行する。具体的には、HSCCC 法
を利用して、従来通りの分離精製が遂行でき
るのか、または、MS をモニタリング手法と
した場合、HSCCC で揮発性溶媒や緩衝塩を
どのように利用するのかを検討し、HSCCC
からの MS 連結に関する問題点の解消を研究
目的とする。 
 
平成 21 年度：初年度に構築した HSCCC/MS
法の応用を目指して、天然由来抗生物質のエ
ンラマイシンについて、実際の分離や単離に
関する検討を実施したうえで、本技術の有用
性を示すこととした。 
 
平成 22 年度：HSCCC/MS の更なる有用性を
検討する。そこで、アプリケーションとして、
高極性物質であるゲンタマイシンやアバメ
クチンの単離精製を目指して、HSCCC/MS を
利用した。また、更に天然由来添加物や食品

からの抽出物（コーヒー）などのプロファイ
リングを目指すこととした。 
 
３．研究の方法 

本研究を達成するためには、HSCCC/MS に
関するハード開発・改良および汎用性を示す
応用・有用を計画的に遂行しなければならな
い。具体的には、HSCCC での分離を考慮し
て、MS のイオン化効率を向上できる溶媒系
の探索や効率的な溶媒スプリットバルブを
検討する必要性がある。また、構築できた
HSCCC/MS が、薬学分野における有用な位置
付けとなるように様々な天然由来の機能性
物質に応用できることを示さなければなら
ない。そのため、初年度では、ハード面など
の HSCCC/MS の構築に関して、検討を重点
的に行う。そして、2 年目では、天然物およ
び衛生薬学的分野における有用性を示す機
能性物質の分離・精製を精力的に進める。 
3 年目では、構築できた HSCCC/MS の更なる
発展を目指して、スクリーニング評価などへ
応用する。 
 
４．研究成果 
HSCCC/MS のハード開発について、検討を実
施した。実際のシステムを図 1 に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 HSCCC/MS のシステム 
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（ESI）を採用した。また、実際の HSCCC と
MS の連結に関して、図 2 に示す。今回、バ
ックプレッシャーや流量調整を行うため、連
結部のチューブは 0.25mm を採用し、更に流
量調整には、GL サイエンス社製 Micro-splitter
を用いた。また、ESI に導入する際には、
Solvent filter を用いた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 HSCCC と MS の連結部分 
 以上のシステムより、HSCCC/MS が開発で
きた。本方法を用いて、応用を試みることと
した。 
 
「エンラマイシンの単離精製」 
HSCCC/MS 条件： 
装置: HSCCC model CCC-1000  
二相溶媒系: n-ブタノール/ヘキサン/0.05% 
TFA 水溶液 (43/7/50, V/V)  
移動相: 下相  
流速: 1.0 mL/min  
回転数: 950 rpm  
注入量: 15 mg  
MS 装置: 島津社製 LCMS-2010EV 
イオン化法: ESI ポジティブモード SCAN 
m/z 100~2000 
 
本手法により、主成分であるエンラマイシン
-A 及び-B を単離精製しながら、MS モニタリ
ングすることに成功した。その際の結果を図
3 に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 エンラマイシンの HSCCC/MS のクロ
マトグラムとスペクトル 
 
「ゲンタマイシンの単離精製」 
HSCCC/MS 条件： 
装置: HSCCC model CCC-1000 (Pharma-Tech 
Resarch Co.)  
島津社製 LCMS-2020EV 
二相溶媒系: 1-ブタノール/ 
10% アンモニア水溶液 (5/5, V/V) 
移動相: 下相 
流速: 1.0 mL/min 
回転数: 980 rpm 
注入量: 30 mg 
固定相の保持率: 43% 
モニタリングイオン(ポジティブ): 
 ゲンタマイシン C1 (m/z 478)、C2/C2a (m/z 
464)、C1a (m/z 450) 
 
本手法により、ゲンタマイシンの主成分であ
る C1、C2、C1a を単離精製することが達成で
きた。その際の結果を図 4 に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 ゲンタマイシンの HSCCC/MS のクロ
マトグラム 
 
「アバメクチンの単離精製」 

アバメクチンの主成分である B1a および
B1b について、従来の標準品では 2 種類混合
されている。一方で、それぞれを単離した研
究報告はなく、今回が初めての結果である。
図 5 にその単離精製された HSCCC/MS のデ
ータを示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 アバメクチンの HSCCC/MS のクロマ
トグラム 
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「天然由来成分の単離精製」 
ベニバナ黄色色素では HPLC と比較して、

その主成分が異なることが判明した。そのた
め、本手法の有用性の一つを示すことができ
た（図 6）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 ベニバナ黄色の HSCCC クロマトグラ
ム 
 
また、現在ではコーヒーのプロファイリング
も実施しており、未知物質など単離精製しな
がら、MS 解析ができるようになってきた（図
7）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7 コーヒー成分のプロファイリング単離
精製 
 
以上の結果より、HSCCC/MS は様々な点検由
来成分の解析に利用することができ、更なる
応用性と可能性を秘めているが判明した。 
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