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研究成果の概要（和文）：不安定化学種の包括的な解析を実現することを目的とし、極低温により不安定化学種を安定
化させるHPLC分離分析手法の開発を行った。新たに開発した装置を用い、主として液化二酸化炭素を移動相とするODS
カラムを用いた条件での分離挙動を-35～-5℃で調べたところ、-15℃付近で試料の保持・分離性能の双方が特異的に変
化することが。すなわち、-15℃付近で固定相の状態変化が起こっている可能性が高いことが示唆された。低温条件下
での不安定化学種の試みとして、電気化学反応によりオンラインで生成させたキノンラジカルの分析を試みた。電気化
学反応に併せてクロマトグラムの変化を確認することができた。

研究成果の概要（英文）：A chromatograph using liquid gas as a mobile phase was developed to achieve compre
hensive analysis of unstable compounds in low temperature. The basic chromatographic behavior was studied 
mainly using a conventional ODS column with a mobile phase of liquid carbon dioxide at the temperature ran
ged from -35 to -5 &ordm;C. The investigation revealed that both retention and separation efficiency behav
iors varied specifically around -15&ordm;C. That is, this result indicated that the possibility of phase t
ransition of the stationary phase around this temperature. The analyses of quinone radical, which was gene
rated by online electrochemical reaction, was also performed as a trial to analyze unstable species under 
low temperature and the variation in chromatogram was observed together with the electrochemical reaction.
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１．研究開始当初の背景 
現在、生体系の網羅的分析（オミクス）が

精力的に進められている。生体内の物質動態
を全て解明することで、生命現象に関する理
解が飛躍的に向上することは確実である。し
かしながら、生体内に含まれる化合物の中に
は不安定な化学種も多数存在する。不安定化
学種はその反応性の高さから、生化学的に極
めて重要な役割を担っていることが多い。し
かし、その不安定さのため分析対象とするこ
とは非常に困難である。生体内に含まれる不
安定化学種を安定化させる有効な方法は、極
低温の利用である。すなわち、生体組織・細
胞を瞬時に凍結し、化学反応の進行を停止、
または、遅延させる方法が有効である。 
 凍結組織に含まれる不安定化学種の分析
は、低温条件を保ちながら行う必要がある。
一般的に、不安定化学種の分析に用いられる
方法は、核磁気共鳴法(NMR)、電子スピン共
鳴法(ESR)、赤外線分光法(IR)などの分光学
的方法である。これらの方法は低温条件下で
も利用が可能であるが、生体内に含まれる多
数の不安定化合物を、網羅的に解析する手法
としては適当ではない。網羅的解析を行うに
は、現在のオミクス解析と同様に分離分析－
質量分析の利用が有効であろう。 
不安定化学種に対する分離分析の例とし

ては、極低温条件でのガスクロマトグラフィ
ー(GC)分離の報告がある。しかし、揮発性の
低い試料成分を低温 GC で分離することは困
難であり、低揮発性化合物の分析を行うこと
が出来る分離手法の開発が必要とされる。一
般的に、低揮発性成分の分離分析には、液体
を移動相とする高速液体クロマトグラフィ
ー(HPLC)が用いられる。すなわち、極低温
下でも利用可能である「超低温液体クロマト
グラフィーの開発」を開発することができれ
ば、不安定化学種の網羅的解析が可能になる
と期待できる。しかし、現在の生体分析で用
いられる移動相の多くは、低温下では固化し
使用することができない。従って、極低温下
で HPLC 分離を行う際には、新たなアプロー
チが必要である。また、現在用いられている
移動相は、仮に凝固しないとしても、温度低
下に伴う粘性率の増大や拡散系数の低下が
起こり、クロマトグラフィー分離を行う場合
に、送液圧力の上昇や分離性能の低下といっ
た不利な点が多い。 
 
２．研究の目的 
通常の液体が低温条件下では分離に著し

く不利に働くことに対して、二酸化炭素やア
ルゴン、窒素などは、適切な温度・圧力条件
では、適度な拡散係数と低い粘性率を有する
低温液体や低温超臨界流体となる。すなわち、
液化ガスは超低温液体クロマトグラフィー
の移動相に適していると考えられる。本研究
では、低温液化ガス移動相として用いる「超
低温液体クロマトグラフィー」を構築し、不
安定化学種の網羅的解析を実現することを

最終的な目的としている。今回の申請では、
その第一段階として、(a)低温流体を移動相と
して用いることができるクロマトグラフ(装
置)の開発、(b)低温液化ガスを移動相として
用いる低温液体クロマトグラフィーの分離
特性を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究の開発目標である「液化ガスを移動
相として用いる超低温 HPLC」と関連性のある
装置としては超臨界クロマトグラフ(SFC)が
挙げられる。SFC では超臨界もしくは亜臨界
状態の二酸化炭素（もしくはこれにメタノー
ル等の溶媒が添加された流体）が移動相とし
て用いられる（低温条件として 0℃程度が最
低温度）。しかし、この装置は、超低温 HPLC
として利用することできないため、本研究で
はまず始めに、装置のプロトタイプの構築を
行った。 
 次いで構築した装置を用いて、「液化ガス
を移動相として用いる HPLC」の低温条件での
分離挙動についての研究を行った。 
 
４．研究成果 
4.1 装置構築 
SFC では送液のためにプランジャーポンプ
が用いられているが、超低温下では正常・安
定的に動作することが保証できない。そこで、
可動部の多いプランジャーポンプを用いず、
ガスシリンダーの圧力を送液のためのエネ
ルギーとして用いる HPLC の構築を行った。
また、挙動の確認のためには、比較的高温で
液化が可能である二酸化炭素を移動相とし
て用いた。 

Fig. 1 Apparatus for low-temperature 
chromatography using liquid gas as a mobile 
phase 
 
構築した装置の概略を Fig.1 に示した。構築
した装置は、炭酸ガスボンベ、インジェクタ
ー、カラム、検出器、圧力計、背圧レギュレ
ーター（ニードルバルブ）、流量計、低温恒
温槽からなる。ニードルバルブにより系内の
圧力を制御し、二酸化炭素を安定的に液化さ
せた。なお、低温下での検出を可能にするた
め、検出には光ファイバー分光器を用い、吸
光度測定を行った。 



 液化二酸化炭素を移動相として用いる上
で、二酸化炭素の液化を実際に確認する必要
がある。最初に、気体として供給されている
二酸化炭素が、連続的かつ安定的に液化が行
われていることを確認するために、-15°C の
恒温槽内に顕微鏡観察システムを設置し、カ
ラム（中空キャピラリー）内の流れを観測で
きるシステムを構築した。液化の確認を目視
で行うため、観測部の直前に加熱部を設け液
体の気化による気泡発生による確認を試み
た。パルス的な加熱を行うことで、-15℃、約
6 MPa の条件下において、気泡の発生が確認
され、二酸化炭素が液化ガスとして供給され
ていることを確認することができた。 
また、温度-15℃の条件下で、粒子径 5 m

充填カラム（カラム長 150 mm）を用いた際
に、圧力差 0.6 MPa で 1 mm/s の線流速を得る
ことができた。液化二酸化炭素の粘性は、130 
mPa・s (-10℃, 6 MPa)であり、これは水（1002  
mPa・s, 20℃, 0.1 MPa）やアセトニトリル（350 
mPa・s,  20℃, 0.1 MPa)）と比較して小さい
ためである。すなわち、低温液化ガスは、低
背圧で送液が可能であり、超低温 HPLC の移
動相として相応しい特性を有していること
が確認された。 
次いで、HPLC 分離において重要な因子で

ある流速制御について検討を行った。Fig.1
に示した装置では、入口圧と出口圧の差圧
（P）で流速制御を行う。P と流速の関係
を調べたところ、十分な直線性が得られた。
すなわち、カラム入口圧を一定とし、カラム
出口圧を制御することで圧力差に比例した
線流速を得ることが可能であるということ
が確認できた。 
 
4.2 分離挙動に関する基礎検討 
液化ガスを移動相として用いる低温 HPLC
のプロトタイプ構築に成功したため、本装置
を用いて、低温 HPLC の基本的な分離挙動に
ついて検討を行った。 

HPLC で汎用される ODS カラム（C18 カラ
ム）を用いてアルキルベンゼン類（エチルベ
ンゼン、プロピルベンゼン、ブチルベンゼン、

ペンチルベンゼン）と多環芳香族炭化水素
（PAHs, ナフタレン、アントラセン、ピレン）
をプローブ試料とし、その分離特性の評価を
行った。Fig.2 に示す様に、液化炭酸ガスを移
動相に用いる低温 HPLC おいて PAHs は問題
なく分離することができた。また、アルキル
ベンゼン類も、多環芳香族炭化水素類と同様
に液化二酸化炭素を移動相とする HPLC で分
離を行うことができた。 
保持挙動を確認するため、アルキルベンゼ

ン類はアルキル鎖の炭素数を、多環系芳香族
炭化水素は二重結合数をそれぞれ保持比の
対数に対してプロットしたところ、それぞれ
直線関係が得られた。このことから ODS カ
ラムと移動相に液化二酸化炭素を用いた場
合には逆相 HPLC として分離が行われている
ことが確認された。 
 一方、カラムに未修飾シリカゲルカラムを
用いてキノン類（ベンゾキノン、ナフトキノ
ン、アントラキノン）の分離を行ったところ、
アントラキノン、ナフトキノン、ベンゾキノ
ンの順に溶出した。すなわちこの系では順相
条件で分離が行われることがわかった。 

ODS の場合についてさらに詳しく分離挙
動を調べるために-35～-5℃の範囲で温度を
変化させ測定を行った。温度の逆数に対して
保持比の対数をプロットする van’t Hoff プロ
ットを作成した。その結果を Fig. 3 に示す。 

 
Fig. 3 より温度低下に伴い保持比が増加し

ていくことがわかった。これは一般的な
HPLC でも観測される通常の分離挙動である。
しかし、興味深いことに通常は ln kと 1/T の
関係は直線関係であるが、Fig. 3 に示す様に、
-15ºC 付近（1/T = 0.038）で直線性が失われる
ことが明らかになった。この非線形性は、
-15℃付近で分離挙動の変化が起こっている
ことを示している。クロマトグラフィーでは
固定相の状態が変化した際に、Fig. 3 に示す
様な挙動が観測されることが知られている。
従って、低温条件下である-15ºC において、
固定相の状態変化（相転移）が起きているこ
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Fig. 2 Typical separation of PAHs with liquid 
CO2 as mobile phase at -15ºC 

 
Fig. 3 Effect of temperature (1/T) on 
retention factors of PAHs (ln k) 



とが示唆された。 
クロマトグラフィー分離においては、温度

は保持だけではなく分離性能にも影響を与
えることが知られている。従って、温度が液
化二酸化炭素を移動相として用いる低温
HPLC の分離性能に対して与える影響につい
て調査を行った。 

PAHsを試料として、種々の温度において、
分離性能の指標である理論段数を算出して、
評価を行った。得られた結果を Fig. 4 に示し
た。Fig. 4 では、温度が低下することにより、
全ての試料成分の分離性能が増加している
いることが示されている。通常の HPLC では、
温度が低下すると、移動相-固定相間での試料
成分の物質移動速度が低下するため、分離性
能が低下することが知られている。事実、
ODS カラムを用いて、移動相としてメタノー
ルを用いた場合、温度低下に伴い理論段数が
低下することが報告されている（T. Kimura et 
al, Chromatographia (2013) 76 921–927）。すな
わち、Fig. 4 に示されている、温度を下げる
ことにより、逆に分離性能は向上するという
現象は、移動相として液化二酸化炭素を用い
た場合に観測される特異的な現象である可
能性がある。また、Fig. 4 を詳細に観測する
と、-15℃以下で急激に理論段数の向上が見ら
れることがわかる。 

Fig. 3 に示すように、-15ºC 付近では、固定
相の状態変化が生じている可能性が高い。Fig. 
4 に示しされた特異的な理論段数の向上は、
相転移現象と関連している可能性がある。詳
細については現在検討中であるが、温度低下
により分離性能が向上するという現象は、通
常のクロマトグラフィー分離の理論からは
ずれた挙動であるものの、超低温 HPLC の開
発において有利な挙動であると言える。 

 
4.3 不安定化学種・より低温での HPLC 分離
への試み 
 低温条件下での不安定化学種の試みとし
て、電気化学反応によりオンラインで生成さ
せたキノンラジカルの分析を試みた。 

Fig. 1 に示す実験装置の試料注入部にキノ
ンラジカルを発生させるための電気化学ユ
ニットを組み込み実験を行った。予備実験と
して、常温条件下でアセトニトリル中のキノ
ンを酸化させたところ、赤色のキノンラジカ
ルが生成していることを確認することがで
きた。同様の方法により、オンライン生成さ
せたキノンラジカルの分析を行ったところ、
電気化学反応に併せてクロマトグラムの変
化を確認することができた。しかしながら、
その結果は不安定であり、十分な再現性が得
られたとは言えない。ラジカル種の安定的な
測定を行うためには、分離カラムの最適化や
より低温条件の利用など、更なる条件検討が
必要であることが明らかになった。 
また、本提案の装置は最終的には-100ºC 以

下での HPLC 分離を行うことを目的としてい
る。今回用いた液化二酸化炭素は、-40ºC 程
度以下で凝固するため、移動相として用いる
ことが困難になる。そこで、より低温下での
分離を目指して、新たな移動相について検討
を行った。 
温度条件として、液体窒素温度(-196ºC)を

選択し、この条件下で送液可能である液化ガ
スについて検討を行った。種々の気体につい
て検討を行ったところ、窒素/メタン混合気体
の液体窒素温度での液化・送液に成功した。
実際に分離に適用した際の安定性など、種々
検討する必要はあるが、窒素/メタン混合液化
ガスは、混合比により溶出挙動をコントロー
ルすることができる可能性が高く、これまで
にない低温下での HPLC 分離を実現するため
の移動相として有望であると考えられる。 
 
以上、超低温 HPLC による不安定化学種の網
羅的分析を実現するため、分析装置のプロト
タイプの開発、液化ガスを移動相として用い
た際の分離挙動の解明、液体窒素温度領域で
の分離を実現するための基礎検討を行い、一
定の成果を得ることに成功した。今後は、実
際に超低温下での不安定化学種の分析を目
指して研究を進めていく予定である。 
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