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研究成果の概要（和文）：水溶液中で気体が疎水性ナノ細孔に安定に固定化される現象に基づいて，気相，水／
疎水性物質界面，および疎水性物質相が複合的に分離場として作用する表面気泡変調液体クロマトグラフィーを
開発した。この技術は，アルキル結合型シリカだけでなく，他の疎水性多孔質材料を充填したカラムでも実施可
能であることを示すとともに，これを用いて，水溶液中の化合物の分離分析に最も多用されている逆相液体クロ
マトグラフィーの分離機構を定量的に解明することに成功した。また，この技術に基づいて超臨界二酸化炭素を
疎水性ナノ細孔に固定化し，これを固定相とする超臨界流体固定化液体クロマトグラフィーを開発した。

研究成果の概要（英文）：We developed surface-bubble-modulated liquid chromatography (SBMLC), which 
has a hybrid stationary phase consisting of gas phase as well as the hydrophobic material and the 
water/hydrophobe interface and showed that this chromatographic method can be performed with the 
columns packed with various types of hydrophobic porous materials. We determined the distribution 
coefficients of various organic compounds referring to accumulations onto the water/alkyl chain 
interface and into the alkyl chain layer from the bulk water by SBMLC. The experimental data provide
 a picture of the spatial distribution of organic molecules in alkyl bonded silica particles exposed
 to water. We also developed a liquid chromatography with supercritical fluid stationary phase, 
which has the hybrid stationary phase consisting of the supercritical carbon dioxide phase, the 
interfacial liquid phase and the hydrophobic moiety. 

研究分野：分析化学

キーワード： ナノ気泡　超臨界流体　界面水　疎水性ナノ細孔　表面気泡変調液体クロマトグラフィー　HPLC

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では，気体（水蒸気）と超臨界二酸化炭素を分離媒体の構成要素とする新しい液体クロマトグラフィーを
開発した。これらのクロマトグラフィーは移動相溶媒として水のみを用いる環境にやさしい分離法であり，通常
は有機溶媒を添加して最適分離系を作り出すのに対して，圧力と温度を変えることによって分離を制御すること
ができるという，大きな特長を持つ。また，これまで解明することが困難であった水溶液中の化合物の分離法と
して最も汎用されている逆相分離系の分離メカニズムを，開発した液体クロマトグラフィーによって明らかにす
ることに成功した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 近年ナノメートルオーダーの微小空間内に取り込まれた水がバルク水とは異なる物性を示す
現象が観測されるようになり，多くの研究者の興味を惹いているが，水の置かれる空間と分離
機能との関係に着目した研究は少ない。研究代表者は，種々の疎水性多孔質粒子内に取り込ま
れた水が溶質に対してバルク水とは異なる親和性を示すこと，すなわち特異的な分離機能を持
つことを明らかにしてきた。また，この分離機能は疎水性ナノ空間水がバルク水とは異なる構
造を持つことに基因すること，すなわち疎水性ナノ空間水そのものが分離媒体として機能する
ことが原因であることを示した。一方，水中に置かれた疎水性物質表面にナノメートルから数
十ナノメートルサイズの気泡（ナノ気泡）が発生し，これが熱力学から予測される結果とは異
なり，極めて安定に長時間存在することが最近明らかにされ，特に界面化学分野で大きな注目
を集めている。これとは独立に，水を移動相とする逆相液体クロマトグラフィーの研究におい
て，多孔質粒子内から水が抜け出す現象が観測されていた。 
研究代表者は，疎水性ナノ空間水に関する自身の研究結果の考察に基づいて，疎水性多孔質
粒子内からの水の抜け出しは疎水性ナノ空間において液相水が気体に相変化し，ナノ気泡を形
成することによるものであると推測し，この現象の解明に取り組んだ。その結果，疎水性ナノ
空間に置かれた液相水は一定の圧力以下で水蒸気に相変化することを見出すとともに，この現
象を利用して気体を固定相の一構成要素とする新たな液体クロマトグラフィーの創出が可能で
あることを明らかにした。すなわち，ナノ気泡の固定化により，疎水性材料自身および固液界
面水に加えて，気相自体のほかに気固および気液の 2つの界面が新たな独立の分離場として加
わったハイブリッド固定相が創製されること，さらにナノ気泡の大きさは圧力を用いて自在に
変えることができるので，各分離場の大きさをこれによって変えることができ，分離選択性の
圧力制御が可能な分離システムを生み出せることを示した。この新しい液体クロマトグラフィ
ーは，表面気泡変調液体クロマトグラフィー（SBMLC）と名づけた。一方，この研究過程で，
二酸化炭素を気体としてだけでなく超臨界流体として疎水性ナノ空間中に固定化できる可能性
を見出した。これらの研究結果は，ナノメートルサイズの気体から超臨界流体を固定相の構成
要素として介在させることにより，複数のそれぞれ異なる分離選択性を有する分離場で構成さ
れるハイブリッド固定相をもつ液体クロマトグラフィーシステムを構築して，界面水ならびに
ハイブリッド固定相の構造を圧力と温度によって制御する新規分離選択性を発現する環境適合
型分離分析法を生み出すことができることを示している。 
 
２．研究の目的 
 本研究では，上記の研究背景に基づき，気体および超臨界流体を構成要素とする新奇な複合
分離場を創製し，これを利用した新しいハイブリッド分離システムを構築することを目的とし
た。このために，以下に示す 3つの課題を達成することを目標とした。  
①ナノ細孔への気体および超臨界流体固定化法の開発とサイズ制御技術の確立 
②水／疎水性界面の分離機能評価と逆相液体クロマトグラフィーにおける溶質保持機構の解明 
③ナノ気泡および超臨界流体固定化液体クロマトグラフィーの分離性能評価 
 
３．研究の方法 
（１）表面気泡変調液体クロマトグラフィー 

SBMLC システムは，島津製 LC-30AD ポンプ，SIL-30AC オートサンプラー，SPD-M20A フ
ォトダイオードアレイ検出器および RID-10A 示差屈折率検出器で構成した。カラムは島津製
CTO-30Aカラムオーブンで温度制御した。カラム充填剤としては，C18および C8結合型シリ
カのほか，フェニルヘキシル基結合型シリカおよびポリスチレン―ジビニルベンゼン共重合体
樹脂(PS-DVB)を用いた。カラムをジクロロメタンで満たし，ついでカラムの両端を開放して
60℃に設定したガスクロマトグラフィー用オーブン内で加熱乾燥し，質量測定により有機溶媒
が完全に除去されたことを確認した後，移動相を通液して気相を多孔質充填剤内部に固定化し
た。バルク液相体積は研究代表者が創案した溶離電解質効果法により，NaClと NaClO4を溶離
電解質，および Br-，NO3

-，I-，SCN-をプローブイオンとして測定し，カラム内全液相体積から
バルク液相体積を差し引いて界面液相体積を求めた。 
（２）超臨界流体固定化液体クロマトグラフィー 
超臨界二酸化炭素を固定相とする液体クロマトグラフィーシステムは，日本分光製 PU-2080 

Plus ポンプ，高耐圧セルを備えた UV-2075 Plus 紫外可視吸光検出器，880-81 圧力調整器，
Rheodyne製 7725iマニュアルインジェクターおよび耐圧硝子製TSC-CO2-002高圧容器を用いて
構築した。高圧容器は日本分光製 860-COカラムオーブン，またカラムは資生堂製 NANOSPACE 
SI-1カラムオーブンにより温度を制御した。 
超臨界二酸化炭素は高圧容器にドライアイスを粉砕して充填した後，これに水を HPLCポン
プで送液して臨界点以上の圧力とすることによって調製した。この高圧容器から送出される二
酸化炭素飽和水溶液と他の HPLCポンプにより送液される水とをミキシングコイルで混合して
移動相とし，これを C18結合型シリカカラムに通液した。 
 
４．研究成果 
（１）ナノ細孔への気体および超臨界流体固定化法の開発とサイズ制御技術の確立 



 カラムをジクロロメタンまたはアセトンで満たし，ついでカラムの両端を開放して 60℃に設
定したガスクロマトグラフィー用オーブン内で加熱乾燥し，質量測定により有機溶媒が完全に
除去されたことを確認した後，純水を通液した。この方法で処理したカラムと水で満たしたと
きのカラムの内部の液相水の体積を，重水をマーカーとして測定したところ，いずれのカラム
についても細孔内が気相で満たされていることが明らかになった。 
 前項で述べた方法により調製した二酸化炭素水溶液を，臨界点以上の圧力と温度に設定した
C18結合型シリカカラムに通液し，チオ尿素とウラシルの保持体積を測定した。その結果，4.6 
mm×50 mmのカラムについて 20 mlの二酸化炭素水溶液を通液するとチオ尿素とウラシルの
保持体積はいずれも減少して同じ値（0.3 ml）となった。そこで，このカラムを常温・常圧に
して，内部の二酸化炭素を気体として取り出し，その体積を測定して，カラム内に固定化され
た二酸化炭素量を求めた。この値とカラム内の細孔体積からカラム内での二酸化炭素相の密度
を計算したところ，超臨界状態の二酸化炭素の密度と一致した。このことから，本研究で用い
た方法によってC18結合型シリカカラムに超臨界二酸化炭素を固定化できることが明らかにな
った。 
（２）水／疎水性界面の分離機能評価と逆相液体クロマトグラフィーにおける溶質保持機構の
解明 
 逆相系は水溶液中の多様な化合物の分離に最も広く利用されている分離系である。しかし，
その分離機構は明らかになっていないのが現状である。これは，従来の方法では水／疎水性界
面と疎水性物質相の溶質保持への寄与を分割して評価できないことによる。これに対して
SBMLC はそれぞれの寄与を個別に測定するこ
とを可能にする。 
 アルキル結合型シリカを充填した SBMLC カ
ラム内のハイブリッド固定相の模式図を Fig. 1
に示す。ハイブリッド固定相を構成するアルキ
ル結合層，疎水界面水，および気相は独立に溶
質を保持するので，その保持体積 VRは次式で与
えられる。 

S S S Cor S
R BW IW IW AC C G G AE EV V D V D S D V D S      (1) 
ここで VBW，VIW，VG は，それぞれバルク水，
水／アルキル結合層界面の界面水，および気相
の体積，SCと SEはアルキル基の総分子表面積と
エンドキャップしたシリカの表面積，そして
DIW，DAC

cor，DG，DAEは，それぞれの固定相ま
たは表面とバルク水間の溶質の分配係数である。
上付きの S は SBMLC を示す。一方，RPLC 系
における溶質の保持体積は式(2)で与えられる。 

R R R cor R
R BW IW IW AC C AE EV V D V D S D S       (2) 

上付きの Rは SBMLCを示す。 
DGはヘンリー定数 kHから次式によって求め
られる。 

 H
G

k
D

RT
                        (3) 

ここで Rは気体定数，Tは絶対温度である。し
たがって，一つの化合物の保持体積を，同じ
シリカゲルから調製された C8および C18結
合型シリカゲルを充填したカラムについて，
それぞれ SBMLCと RPLCにより測定し，さ
らにカラム内の各相の体積と表面積を測定
することによって，各分配係数を得ることが
できる。 
 このうち log DAC

cor と水／n-ヘキサデカン
間の分配係数の対数 log PC16との相関をFig. 2
に示す。いずれの化合物についてのプロット
も傾き 1 の直線に乗っていることがわかる。
また，この直線の切片は，SCとアルキル結合
層の体積 VCの比（log VC/ SC）に一致してい
る。この結果は，バルク水／アルキル結合層
間の溶質の分配係数は水／n-アルカン間の分
配係数に等しいとみなせること，また本研究
で開発した SBMLCと RPLCを用いる方法に
よって各分配係数を正しく求めることがで

Fig. 1. Schematic illustration of the 
hybrid separation medium in an SBMLC 
column packed with a porous alkyl 
bonded silica. 

gas phase: VG

silica substrate
grafted alkyl chains: SC

bulk water: VBWinterfacial water on 
C18 bonded layer: VIW

interfacial water at the 
surface of gas bubbles

Dcor
ACD IW DG DAE

end-capped 
silica surface: SE

lo
g 

D
C

or
A

C
(C

18
)

n-alcohols
nitriles
ketones
nitro alkanes
alkyl halides
esters
diethyl ether
benzyl alcohol
benzene

-7

-6

-5

-4

-3

-2

-1

-3 -2 -1 0 1 2 3

log PC16

Fig. 2. Values of log DAC plotted against log 
PC16. 



きることを示している。種々の
有機化合物の C18 結合型シリ
カカラムにおける保持体積に
及ぼすバルク水相，水／アルキ
ル結合層界面，アルキル結合層，
およびエンドキャップシリカ
表面の寄与を Fig. 3に示す。多
くの化合物は水／アルキル結
合層界面に強く保持されてい
るが，親水性官能基を持たない
化合物はアルキル結合層内部
にも多く分配することがわか
る。また，一部の化合物につい
てはシリカ表面における保持
も無視できないことが明らか
になった。 
 RPLCにおいては，溶質の保
持を調整するためにアセトニ
トリルなどの水溶性有機溶媒
を添加することが多いが，有機
溶媒を添加すると単に保持体
積が小さくなるだけでなく，分
離挙動が変化することが知られている。しかし，その原因は明らかにされていない。アセトニ
トリルと水の混合溶媒を移動相とすると疎水表面が濡れるようになるため，気相の固定化が困
難になるが，C18 結合型シリカカラムについて検討を行ったところ，アセトニトリルの体積分
率ACN が 10 %までであれば細孔内の気相を維持できることがわかった。そこで，純水系のほ
か 1 %および 5 %のアセトニトリルを含む水溶液を移動相とした系で SBMLCと RPLCによる
種々の化合物の保持体積の測定を行って，DACとバルク水／界面液相間の分配係数 DILがそれ
ぞれアセトニトリル濃度に依存してどのように変化するかを調べた。得られた結果を Fig. 4と
Fig. 5に示す。これらの図より，DACは移動相中のアセトニトリル濃度の変化にほとんど依存し
ないのに対して，多くの化合物はアセトニトリルの体積分率の増加に伴っての DILが著しく減
少すること，またその依存性は化合物によって異なることがわかる。DILの減少が大きい化合物
は水／アルキル結合層界面への保持の寄与が大きい化合物であること，またアセトニトリルも
界面への保持が大きいことから，アセトニトリルの界面液相中での濃度が高くなるにしたがっ
て，DILが小さくなると考えられる。したがって，DACと DILのアセトニトリル濃度依存性が異

0 15 30 45 60 75

methanol
ethanol

1-propanol
1-butanol

acetonitrile
propionitrile

acetone
2-butanone

nitromethane
nitroethane

1-nitropropane
diethyl ether

methyl acetate
dichloromethane

1,2-dichloroethane
chloroform

bromoethane

VR/ mL

D cor
AC(C18) S R

C(C18) E(C18)SDAE(C18)IW(C18)VDIW(C18)BWV

Fig. 3. Contributions of the bulk water (VBW), the interfacial 
water (DIWVIW), the grafted alkyl chains (DAC

corSC), and the 
end-capped silica surface (DAESE) to the solute retention on a 
C18 silica column filled with water. Column: L-column2 ODS. 
Temperature: 25 °C. 

1.2

1.6

2.0

2.4

2.8

lo
g 

D
IL

0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05

isopropyl acetate

1-nitrobutane

benzene

diethyl ether
chloroform

1-nitropropane

2-butanone

bromoethane n-butyronitrile

dichloromethane

ϕ BL
ACN

-4.2

-3.8

-3.4

-3.0

-2.6

-2.2

-1.8

-1.4

lo
g 

D
A

C

0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05

isopropyl acetate, 1-nitrobutane

benzene

diethyl ether

chloroform

1-nitropropane

2-butanone

bromoethane

n-butyronitrile

dichloromethane

ϕ BL
ACN

Fig. 4. Dependence of DAC of organic compounds 
on ACN. 

Fig. 5. Dependence of DIL of organic compounds 
on ACN. 



なることが，アセトニトリルの添加によって分離挙動の変化がもたらされる原因であることが
わかった。 
 
（３）ナノ気泡および超臨界流体固定化液体クロマトグラフィーの分離性能評価 
 気体および超臨界流体は液体に比べて拡散係数が非常に大きいので，ナノ気泡および超臨界
二酸化炭素を固定化した SBMLCおよび超臨界流体固定化 LCは従来の HPLCよりも物質移動
によるバンドの広がりを小さく抑制できると推測され，超高速分離法になりうる可能性を有し
ている。そこで，種々の化合物について理論段相当高さを測定し，van Deemterプロットを作成
して SBMLCと超臨界流体固定化 HPLCのカラム効率を調べた。その結果，低流速条件下では
通常拡散によるピークのブロードニングが著しく，むしろ通常の HPLCよりも分離効率が小さ
くなることがわかった。一方，高流速条件下では，通常拡散の寄与が抑制され，高い分離効率
が得られた。しかし，流速を大きくするとカラムに加わる圧力が大きくなるため，SBMLC で
は気相体積が小さくなるなどの現象が観測された。これに対して，超臨界流体固定化 LC では
高圧下でも超臨界流体相が維持され，高い分離効率を保ちつつ高速分析を行うことが可能であ
ることが明らかになった。 
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