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研究成果の概要（和文）：汎用型高速向流クロマトグラフ（CCC）装置を設計、製作し、水性

二相溶媒によるタンパク質分離を行って装置の有用性を検討した。汎用型高速 CCC ではテフ

ロンチューブをコイル状に巻き付けたカラムが惑星運動するが、公転方向に対して従来の J 型

CCC と同じ順方向の自転(Pforward)または逆方向の自転(Pbackward)のいずれかを選択可能な構造

とした。水性二相溶媒によるタンパク質分離を検討した結果、Pbackward では固定相は全く保持

されなかったが、Pforwardでは固定相が保持され、タンパク質分離が達成された。Pforwardでは偏

心コイルの方がトロイダルコイルより高い分離効率が得られた。送液チューブの配管ラインに

回転シール機構を組み入れて自転と公転の速度が互いに異なる非同期型高速 CCC に改良した

結果、Pforwardでは汎用型高速 CCC より更に高いタンパク質分離効率が得られた。 
 
研究成果の概要（英文）：Universal type of high-speed countercurrent chromatograph 
(universal HSCCC) was newly designed and fabricated in our university, and applied to 
protein separation using an aqueous-aqueous polymer phase system.  The present 
apparatus can produce a synchronous planetary motion of coiled separation column by 
selecting the normal forward rotation (Pforward) or the reversed backward rotation (Pbackward) 
against the revolution direction.  No stationary phase retention was obtained in Pbackward 
rotation, while sufficient protein separation was achieved in Pforward rotation.  In this 
Pforward rotation, partition efficiency obtained by the eccentric coil assembly was better than 
that obtained by the toroidal coil assembly.  By improving the apparatus to the 
nonsynchronous HSCCC, which can produce different rotation and revolution speeds 
independently, increased partition efficiency in Pforward rotation was obtained more than the 
original universal HSCCC.  The nonsynchronous HSCCC was successfully fabricated by 
introducing the new rotary seal system in the distribution line of flow tube. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)向流クロマトグラフィー(CCC)は二液相
間での物質の分配を分離原理としているた
め、固定相溶媒を保持しながら移動相溶媒を
送液することで高い分離効率を達成する装
置の開発が不可欠である。従来開発された装
置の中で、J 型 CCC は回転機構が簡素で、
有機溶媒－水系二相溶媒の使用が可能であ
るが、水性二相溶媒を保持することができな
い。 
 
(2)一方、交軸型 CCC は水性二相溶媒も使用
できるが、回転機構が複雑なため市販されて
いない。我々は、非同期型コイル・プラネッ
ト遠心機によりタンパク質分離を検討した
結果、J 型 CCC の自転(順方向回転：Pforward)
とは逆方向の自転(逆方向回転：Pbackward)によ
り固定相溶媒が保持されることを見出した。
そこで、Pforwardと Pbackwardを行うカラムを組
み合わせた小型交軸型 CCC を製作し、タン
パク質分離での有用性を証明した。 
 
２．研究の目的 
(1)小型交軸型 CCC と比較して回転機構が簡
素な Pforwardと Pbackwardを行う高速 CCC を汎
用型高速 CCC として考案、設計、製作する。 
 
(2)製作した汎用型高速 CCC を用いて水性二
相溶媒によるタンパク質分離を行い、その分
離効率を検討して装置の有用性を証明する。 
 
３．研究の方法 
(1)日本大学理工学部理工学研究所工作技術
センターで汎用型高速 CCC を設計、製作し
た。 
 
(2)テフロンチューブをコイル状に巻き付け
て作製した 3種類のカラムをタンパク質分離
に使用した。各コイル状カラムの作製法は以
下の通りである。 
①多層コイル：テフロンチューブ(内径 1.0 
mm, 外径 2.0 mm)を装置の円筒状ホールダ
ー(直径 3 cm×高さ 5 cm)に左巻きに巻き付
けて作製した（1 層当たり 25 巻, 8 層、総容
量 56 mL）。 
②偏心コイル：ポリエチレンチューブ(外径 5 
mm×長さ 5 cm)に左巻きに 20巻テフロンチ
ューブ(内径 1.0 mm, 外径 2.0 mm)を巻き付
けて 1 ユニットとし、計 30 ユニットを直列
に連結した後、円筒状ホールダーの周囲に各
ユニットが並列になるように左巻きに巻き
付けて作製した（第 1 層：12 ユニット, 第 2
層：18 ユニット、総容量 29.5 mL）。 
③トロイダルコイル：ポリエチレンチューブ
(外径 5 mm)にテフロンチューブ(内径 1.0 
mm, 外径 2.0 mm)を左巻きに巻き付け、更

に円筒状ホールダー(直径 3 cm×高さ 5 cm)
に左巻きに巻き付けて作製した(第１層：59 
cm, 266 巻, 第 2 層：89 cm, 402 巻、総容量
29.8 mL)。 
 同種類のコイル状カラム 2つを装置の同方
向の回転位置に装着し、送液チューブで直列
に連結した。 
 
(3)水性二相溶媒には、12.5% (w/w)ポリエチ
レングリコール 1000－12.5% (w/w)リン酸一
水素二カリウム水溶液を使用した。 
 
(4)標準タンパク質試料にはチトクロム C 
(Cyt)、ミオグロビン(Myo)及びリゾチーム
(Lys)を使用し、水性二相溶媒の上層溶液を固
定相、下層溶液を移動相とする場合には、Cyt 
2 mg、Myo 8 mg、Lys 10 mg を上層溶液 1 
mL、下層溶液 1 mL の混合溶液に溶解して試
料溶液とした。一方、水性二相溶媒の下層溶
液を固定相、上層溶液を移動相とする場合に
は、Myo 8 mg、Lys 10 mg を上層溶液 1 mL、
下層溶液 1 mL の混合溶液に溶解して試料溶
液とした。 
 
(5)汎用型高速 CCC による分離操作は、予め
水性二相溶媒の固定相溶媒をカラムに充填
してから行った。試料溶液を送液チューブに
導入し、カラムを 1000 rpm で回転させた後、
移動相溶媒を送液すると、分離開始当初は固
定相溶媒がカラムから溶出したが、カラム内
で固定相と移動相間で定常状態が形成され
ると、固定相溶媒に代わって移動相溶媒が溶
出した（溶媒先端）。タンパク試料は、下層
溶液が移動相の場合には、Cyt、Myo、Lys
の順で移動相溶媒と共に分離、溶出し、一方、
上層溶液が移動相の場合には、Lys、Myo の
順に分離、溶出した。移動相流速は、多層コ
イルでは 0.4 mL/分、偏心コイルとトロイダ
ルコイルでは 0.2 mL/分とした。また、下層
溶液を移動相に用いる場合には、移動相溶媒
を装置上端から下端の方向に下降法によっ
て送液し、上層溶液を移動相に用いる場合に
は装置下端から上端の方向に上昇法によっ
て送液した。更に、カラムの公転方向は、装
置上方から見て、下層溶液を移動相とする場
合には時計廻り、上層溶液を移動相とする場
合には反時計廻りとした。 
 
(6)本装置の移動相導入用送液チューブは移
動相送液ポンプに接続し、排出用送液チュー
ブはフラクションコレクターに接続した。溶
出した移動相画分は、一定量の水で希釈した
後、紫外可視分光光度計により、波長 280 nm
で試料タンパク質の吸光度を測定した。また、
Myoについては更に波長 540 nmでの吸光度
も測定した。 



 
(7)カラムの分離効率は、得られたクロマトグ
ラムを用い、分離度 Rs 及び理論段数 N を算
出して評価した。分離度及び理論段数の計算
式は以下の通りである。 
 
          2 (tR2－tR1) 
  Rs = ―――――― 
           W1 + W2 
 
 tR1, tR2：物質 1、物質 2 の保持時間 
 W1, W2：物質 1、物質 2 のピーク幅 
 
            4tR   2 
  N  =  ――― 
            W 
 
 tR：物質の保持時間 
 W：ピーク幅 
 
(8)固定相保持率 Sf（%）はカラムの体積 Vc
とし、カラム内の移動相及び固定相の体積を
それぞれ Vm、Vsとすると、 
 
         Vs          Vc －Vm 
  Sf = ――×100 = ―――――×100 
         Vc             Vc 
 
から算出できる。Vmは溶媒先端までに溶出
した固定相溶媒の体積に等しい。また、試料
成分の保持体積(VR)は、 
 
  VR = Vm + KVs 
 
 K：試料成分の分配係数 
 
で表されるため、得られたクロマトグラムか
らこの式を用いて K 値を求めた。 
 
４．研究成果 
 
(1)汎用型高速 CCC は回転機構が簡素で、同
期的な自公転は動力の伝達効率に優れたギ
ア構成により達成された。コイル状カラムは
4 つを自転軸と公転軸が平行となるように公
転軸から一定の距離の位置に設置し、隣り合
うカラム同士は同じ公転方向に対して互い
に逆方向の自転となるように交互に配置し
た。即ち、Pforwardと Pbackwardのカラムは隣接
して 2 つずつ装着されるため、J 型 CCC と
同じ順方向の自転をするカラムによる分離
では Pforward のカラム 2 つを送液チューブで
直列に連結して用い（図１）、逆方向の自転
をするカラムによる分離では、Pbackward のカ
ラム 2つを送液チューブで直列に連結して用
いることができる構造とした（図２）。この
理由は、研究開始当初、Pforwardは有機溶媒－

水系二相溶媒のような界面張力の差の大き
い二相溶媒による分離、Pbackward は水性二相
溶媒のような界面張力の差の小さい二相溶
媒による分離を 1台の装置で実施可能とする
ことを目的としたためである。 
 送液チューブ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

カラム  
 
 
図 1 汎用型高速 CCC の Pforwardでの回転 
 

送液チューブ  
 
 
 
 
 
 
 
 カラム 
 
 
 
 
 
 
図 2 汎用型高速 CCC の Pbackwardでの回転 
 
(2)送液チューブは、カラムの同期的自公転に
よりねじれが解消されるシステムにより導
入用と排出用の送液チューブ同士が接触し
て磨耗しない単一ラインで配管することと
し、回転シールを必要としない構造とした。 
 
(3)右巻きの多層コイルを作製し、Pbackwardに
よるタンパク質の分離を検討した。水性二相
溶媒の下層溶液を移動相とし、回転速度 1000 
rpm、移動相流速 0.6 mL/分で行った。公転
方向は反時計廻りとしたため、カラムは時計
廻りに自転した。その結果、Cyt は分離され
たが、Myo と Lys は全く分離されず、固定相
も試料タンパク質の溶出と共に全量排出さ
れ、最終的には全く保持されなかった。そこ
で、流速を 0.4 mL/分に低下させて実験を行
ったが、0.6 mL/分の場合と同様の結果が得
られ、固定相は保持されなかった。また、公



転方向を時計廻り、自転方向を反時計廻りと
しても同様の結果であった。 
 
(4)次に左巻きの多層コイルを作製し、
Pbackward によるタンパク質の分離を検討した。
水性二相溶媒の下層溶液を移動相とし、回転
速度 1000 rpm、移動相流速 0.4 mL/分で行っ
た。公転方向は時計廻り、自転方向は反時計
廻りとした。しかし、右巻きコイルの場合と
同様に固定相は全く保持されなかった。 
 
(5)多層コイルでは Pbackward による分離が難
しかったため、左巻き偏心コイルによる
Pbackward での分離を検討した。水性二相溶媒
の下層溶液を移動相とし、回転速度 1000 
rpm、移動相流速 0.2 mL/分で行った。公転
方向は時計廻り、自転方向は反時計廻りとし
た。しかし、試料タンパク質は全く分離され
ずに溶出し、固定相も全く保持されなかった。 
また、公転方向を反時計廻り、自転方向を時
計廻りとしても固定相は全く保持されなか
った。 
 
(6)そこで、Pforwardでの左巻き偏心コイルによ
るタンパク質分離を検討した。水性二相溶媒
の下層溶液を移動相とし、回転速度 1000 
rpm、移動相流速 0.2 mL/分、回転方向は自
公転とも反時計廻りとした。その結果、固定
相保持率 Sf  = 24.1%でタンパク質の分離が
達成された。各タンパク質間の分離度は、
Rs1(Cyt/Myo) = 1.2、Rs2(Myo/Lys) = 1.6 で
あり、Myo ピークでの理論段数 N(Myo)は
446 段(TP)であった。一方、上層溶液を移動
相とした場合でも分離は達成され、同じ実験
条件で、Sf = 26.4%、Rs(Lys/Myo) = 1.0、Lys
ピークでの理論段数 N(Lys) = 283TP であっ
た。 
 
(7)次に、回転方向を時計廻りに変更して
Pforward での左巻き偏心コイルによるタンパ
ク質分離を検討した。反時計廻りの場合と同
様に分離は達成され、下層溶液を移動相とし
た場合、Sf = 26.8%、Rs1(Cyt/Myo) = 0.9、
Rs2(Myo/Lys) = 1.3、N(Myo) = 438TP であ
り、上層溶液を移動相とした場合、Sf = 23.7%、
Rs(Lys) = 1.1、N(Lys) = 376TP であった。 

これらの結果から、左巻き偏心コイルでは、
Pforward で自公転の方向は下層溶液を移動相
とした場合には反時計廻り、上層溶液を移動
相とした場合には時計廻りにすると、より良
好な分離が達成されることがわかった。 
 
(8)更に Pforward での左巻きトロイダルコイル
によるタンパク質の分離を検討した。偏心コ
イルでの分離と同様に、回転速度 1000 rpm、
移動相流速 0.2 mL/分で行った。反時計廻り
では、下層溶液が移動相の場合、Sf = 28.2%、

Rs1(Cyt/Myo) = 1.0、Rs2(Myo/Lys) = 1.3、
N(Myo) = 336TP であり、上層溶液が移動相
の場合、Sf = 24.6%、Rs(Lys/Myo) = 1.0、
N(Lys) = 243TP であった。 
 一方、時計廻りでは、下層溶液が移動相の
場合、Sf = 28.1%、Rs1(Cyt/Myo) = 1.2、
Rs2(Myo/Lys) = 1.3、N(Myo) = 454TP であ
り、上層溶液が移動相の場合、Sf = 23.5%、
Rs(Lys/Myo) = 1.2、N(Lys) = 277TP であっ
た。 
 
(9)偏心コイルとトロイダルコイルを比較す
ると、固定相保持率はトロイダルコイルの方
が高かったが、分離度、理論段数は偏心コイ
ルの方が高い値が得られた。また、回転方向
の違いが分離に及ぼす影響はトロイダルコ
イルの方が偏心コイルより小さかった。 
 
(10)上述したように、Pbackward では固定相は
全く保持されなかったが、Pforwardでは固定相
が保持され、タンパク質分離が達成された。
PbackwardとPforwardのカラムの回転を比較した
結果、Pbackward では同期的自公転により総合
的な回転が相殺されており、そのことが原因
で固定相が保持されないことが考えられた。 
 そこで、回転の相殺を解除して公転速度と
は異なる自転速度でのカラムの回転を可能
にするため、移動相導入送液チューブと移動
相排出チューブが接続されている 2つのカラ
ムの下端に新たに考案・設計製作した回転シ
ール機構を設置し、汎用型高速 CCC を非同
期型高速 CCC に改良した。 
 
(11)回転シール機構は送液チューブが微小な
距離断絶した構造をしており、そのことで公
転速度と自転速度の違いにより生じるねじ
れを解消することが可能となった。 
 
(12)非同期型高速 CCC を用いて Pbackward で
の右巻き偏心コイルによるタンパク質分離
を検討した。水性二相溶媒の下層溶液を移動
相とし、公転速度 1000 rpm、自転速度 1066 
rpm、移動相流速 0.2 mL/分で行った。公転
方向は反時計廻り、自転方向は時計廻りとし
た。しかし、固定相は全く保持されず、分離
も達成されなかった。このことから、Pbackward
におけるカラムの回転は、微小な公転と自転
の差では固定相の保持に大きな影響を及ぼ
さないことが考えられた。 
 
(13)次に、非同期型高速CCCを用いてPforward
での右巻き偏心コイルによるタンパク質分
離を検討した。Pbackward と同様に公転速度
1000 rpm、自転速度 1066 rpm、移動相流速
0.2 mL/分で行ったが、自公転方向は、下層
溶液を移動相とする場合は時計廻り、上層溶
液を移動相とする場合は反時計廻りとした。



その結果、下層溶液を移動相とした場合、
Rs1(Cyt/Myo) = 1.3、Rs2(Myo/Lys) = 1.7、
N(Myo) = 388TP、上層溶液を移動相とした
場合、Rs(Lys/Myo) = 1.3、N(Lys) = 283TP
となり、タンパク質分離が達成された。同期
型である汎用型高速 CCC を用いた分離と比
較すると、理論段数は減少しているが、分離
度は増加しており、分離効率が改善されてい
ることがわかった。 
 
(14)以上、これまでの本研究の成果は次のよ
うにまとめられる。 
①汎用型高速 CCC を設計、製作し、Pbackward
及び Pforward での水性二相溶媒によるタンパ
ク質分離を検討した。 
②Pbackward では固定相が全く保持されなかっ
たが、Pforwardでは固定相が保持され、タンパ
ク質分離が達成された。 
③Pforwardでのタンパク質分離効率は、偏心コ
イルの方がトロイダルコイルより高く、偏心
コイルによる分離では、下層溶液を移動相と
した場合には反時計廻り、上層溶液を移動相
とした場合には時計廻りの自公転方向で高
い分離効率が得られた。 
④送液チューブ配管ラインに回転シール機
構を組み入れて、汎用型高速 CCC を自転速
度と公転速度が互いに異なる分離が可能な
非同期型高速 CCC に改良した。 
⑤非同期型高速 CCC でも Pbackwardで固定相
は保持されなかったが、Pforwardでのタンパク
質分離は汎用型高速 CCC より良好な分離結
果が得られた。 
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