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研究成果の概要（和文）：　逆相HPLC法を用いたビタミンEの同族体8種の一斉分析法を確立した。この方法によ
り20分に内にビタミンE同族体を分離・定量することができた。また、一部の試料でトコトリエノール類の分析
の障害になったピークの影響を、2D-HPLC法を適用することにより取り除くことができた。
　また、低温分離HPLC法を天然物の立体異性体組成分析に応用した。その結果、gammaproteobacterium 
Microbulbifer sp.から単離された、新規アルカノイルイミダゾール化合物の分岐不斉の立体構造の解析を行
い、S体が主ではあるが、R体も９％程度含まれることを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：Simultaneous determination method of eight homologues of vitamin E was 
established by using reversed-phase HPLC under low column temperature conditions. 　By this method, 
vitamin E homologues could be separated and quantified within 20 minutes.　 In addition, the 
influence of the peaks that interfered the analysis of tocotrienols in some samples could be 
eliminated by the 2D-HPLC using low column temperature separation system.
 On the other hand, the low temperature separation HPLC method was also applied to the stereoisomer 
composition analysis of a novel alkanoylimidazole compound isolated from gammaproteobacterium 
Microbulbifer sp.　which has an anteiso branched methyl group.   As the results, the stereochemistry
 of the anteiso branched methyl was found that the S-form was the main stereoisomer (about 91%) but 
about 9% of the R-form was also contained.
　　

研究分野： 分析化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　HPLC法の新しい分離モードとして、カラム効率の低下による分析時間に長時間を要するなどの欠点のため用い
られてこなかった低温分離条件を用いたHPLC法の提案により、既存のモードでは分離が困難であった化合物の分
離実現の可能性を開くことができた。また、低温分離条件を用いた２D-HPLCシステムの構築により、夾雑成分を
多く含む試料中の極微量成分を精密分析することや、効率的分離精製を行う上で特に有効なツールとなることを
実証することができた。さらに、オンライン濃縮法は、不安定な化合物を濃縮する上で特に有効であると期待で
きた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

HPLC 分離において、低温下での分離では、ピークのブローディングによるカラム効率の低下

やカラム圧の上昇により分析に長時間を要するなどの欠点があり、これまでほとんど用いられ

てこなかった。しかし、遠隔位不斉識別能の発現には、-30～-70℃程度の低温条件下での分離が

必須であった。これは、揺らぎの大きなアルキル鎖の動きを抑え分子の形状を固定化する効果が

その一因と考えられた。その一方、伊原らは、高分子充填カラムが相転移温度以下で規則的な液

晶状態となると、立体識別能が急激に向上すると報告しており、低温条件下における逆相カラム

固定相の相転移による液晶構造形成による分離特性の変化の寄与も大きいのではないかと考え

られ、室温条件と低温条件では同じカラムでも分離特性が大きく変化するものと期待できた。 

しかし、これまで、低温条件における分離挙動については、ほとんど検討がなされておらず、

様々な化合物について保持特性を明らかとする必要がある。また、低温条件の利用においては上

述の通り、カラム効率の低下やカラム圧の上昇などの欠点もあることなど、克服すべき課題もあ

る。本研究は、これらの課題の克服により、新しい分離モードとしての「低温クロマトグラフィ

ー」の提案と二次元 HPLC（2D-HPLC）システム構築への展開を目的とするものである。 

 
２．研究の目的 

本研究の目的は、低温分離条件を活用することにより、➀ 低温分離条件下における各種化合

物の保持・分離特性について、分離カラム、移動相溶媒の影響を明らかとし、低温分離の欠点で

あるカラム効率の低下の克服を図り、低温分離条件を用いた分析への応用を行う。② 常温 HPLC

法により分離した標的化合物をオンライでトラップ・濃縮する方法の基本条件を設定するとと

もに、精製・濃縮効率および濃縮・脱離によるピーク形状への影響などについて、モデル化合物

として検討を行う。さらに③ 常温分離と低温分離を組み合わせた 2D-HPLC システムの構築によ

り、試料を損失することなく天然物中の微量成分の分析において妨害となる夾雑成分の効率的

な除去と精密分析を実現する。更に、オンライントラップ・濃縮機能を活用し、第１のカラムで

数回分離を繰り返し、目的画分のみを低温にした第２カラムで濃縮したのち、分離・精製するこ

とにより、超微量成分の高感度検出、または分取・精製するシステムを確立し、2D-HPLC 法によ

る精密分析・分取システムの構築と実用性評価を行うことを目的とした。 

 

３．研究の方法 
（１）低温分離の特性評価 

本研究における予備的検討として、冷却システムの改良、および低温分離条件における分離特

性に与える因子について検討した。先ず、カラム冷却システムについて、安定的な低温環境の保

持とカラム交換の簡便性を両立したシステムの構築について検討した。 

更に、低温分離条件における分離カラムによる分離特性への影響について、光学活性な 13－

メチルペンタデカン酸の不斉誘導体を試料として、その光学活性化合物の分離特性により評価

した。逆相カラム固定相のアルキル鎖長の影響（ODS カラムと C30 カラム）、カラム充填剤の粒

子径（5μm と 3μm）の分離に与える影響について検討した。また、ODS カラムについてはコア

シェル型カラムについても検討した。 

（２）トコトリエノール及びトコフェロールの逆相 HPLC 法による一斉分析法の確立 

ビタミン E の 8 種の同族体であるα-,β- ,γ‐,δ-トコトリエノール（T3）およびα-,β- ,

γ‐,δ-トコフェロール（Toc）の逆相 HPLC による同時分析法の確立を目的に、逆相カラム固定

相のアルキル鎖長の影響（ODS カラムと C30 カラム）、および各同族体の保持挙動に与えるカラ

ム温度の影響、およびカラム温度と移動相流速が与える理論段への影響について検討した。 



さらに、8 種の同族体の完全分離が達成できた条件を用い、ビタミン E 同族体の定量性評価(定

量範囲、繰り返し精度、検出下限、添加回収率)、ならびに食品試料分析への応用として試料の

食用植物油８種、および粉末状試料６種について分析を行った。 

また、こめ油などでは共存する成分が T3 類の正確な分析の障害となったことから、二つの異

なる分離系をオンラインで連結する 2D-HPLC 法について検討した。 

さらに、C30 カラムを用い分離したトコフェロールを、オンカラムで濃縮する方法について検

討した。カラムとして Develosil C30-UG-3(4.6×150㎜)を用い 0℃で分離したβ-トコフェロー

ルの画分を、モノリス型カラムで-50℃でトラップし、回収率により評価した。 

（３） 低温分離条件を用いたアンテイソ型分岐不斉を有する天然有機化合物の立体異性体組

成分析への展開 

 抗菌性、細胞毒性のある新規アルカノイルイミダゾールの Bulbimidazole A のアルキル鎖中

のアンテイソ型分岐不斉構造について、その絶対配置と立体異性体組成分析を行った。

Bulbimidazoles A−C は、五十嵐らにより単離・構造決定された化合物である。イミダゾール環

からアンテイソ型側鎖を切り出し、アンテイソ型脂肪酸である 8-メチルデカン酸としたのち、

蛍光不斉誘導体化試薬で誘導体に導き、ODS カラムを用い、-42.5℃で分離し、298nm で励起した

際の 460nm の蛍光強度を計測した。立体が既知の出発物より化学合成した標準物質の誘導体と

の保持時間の比較から絶対配置と異性体組成分析を行った。 

 
４．研究成果 
（１）低温分離の特性評価 

カラムの冷却を安定的に行うための冷却槽

を自作した（Fig.1）。その結果、400～600 rpm 

で-60℃以下の低温でも安定的な攪拌が可能

で、離れた位置に挿入した 2 つの温度センサー

の値はほぼ一致し（±0.2℃以内）、攪拌効率が

十分であることが確認できた。投げ込み冷却装

置は、温度コントローターで制御され、冷媒の

温度の変動は、±0.6℃程度の範囲であった。 

 この冷却装置を用い、カラムを冷却して、低温分離条件における分離特性の評価を行った。そ

の結果、光学活性 13-メチルペンタデカン酸の不斉誘導体の分離は、室温付近では全く達成でき

なかったが、カラム温度の低下に伴い分離係数 α が向上し、－30℃以下でピーク分離が可能と

なった。一方、温度低下に伴いカラム効率も低下したが、低流速にすることで改善が可能であっ

た。THF の混合溶媒系でのメタノールとアセトニトリルの比較では、後者がカラム効率で、前者

が分離係数でそれぞれわずかながら優れていることが認められ、使い分けが有効と考えられた。

また、-40℃における固定相粒子径の影響について、Develosil ODS-HG-3 を用い検討した結果、

5μm より 3μm を用いた場合の方が、理論段数が 2.4 倍程度高く、カラム効率が大きく向上し、

小粒子径の充填剤の有効性が強く認められた。一方、コアシェル型カラムでは、分離にかかわる

有効表面積が小さいため、低温分離に対しては十分な効果が得られなかった。 

（２）トコトリエノール及びトコフェロールの逆相 HPLC 法による一斉分析法の確立 

 ビタミン E (VE) は、α-、β-、γ-、およびδ-トコトリエノール(T3)とα-、β-、γ-、およ

びδ-トコフェロール（Toc）の 8 種の同族体からなる脂溶性のビタミンで、その分析は、主に順

相系のカラムを用いて行われている。１－３） これは、逆相系の方が分析コストや安全性、汎用

性の面で優れているものの、ODS カラムでは、β-とγ-Toc およびβ-とγ-T3 の分離が困難なた



めである。そこで、逆相 HPLC 法によりビタミン E 同族体の一斉分離・分析法の実現を目指し、

低温分離の適応の可能性について検討した。その結果、Develosil C30-UG-3(4.6 x 150 mm )を

用い、100%メタノールで溶出した場合、カラム温度の低下とともに分離の困難であったピークの

分離が実現し、-4℃、0.9 ml min-1の条件で、8

種の同族体を順相系とほぼ同等の 20 分で完全分

離することができた（Fig.2）。低温分離によるカ

ラム効率の低下は流速の抑制と粒子径の小さな

充填剤を用いることにより改善することができ

た。また、カラムを氷水（0℃）で冷却するだけ

でも、0.6 mL min-1で溶出することにより 25 分

以内での完全分離が達成でき、より簡便な分析シ

ステムとして汎用性が高いと考えられる。 

設定した条件で分析を行った際の各 VE 同族体の定量性、ピーク面積の繰り返し精度、および

検出限界について検討した結果、検量線は導入量で 10-10～10-7 g オーダーの広範囲にわたり良

好な直線性を示し、検出限界（S/N=3）は 10～55 pgで、実用性の点で十分な感度であった。ま

た、ピーク面積の繰り返し精度も 0.6～3.5％で良好であった。 

ケン化を行わずにヤシ油を分析した際の添加回収率は 93～97％と非常に高く、大過剰に共存

するトリアシルグリセロールの影響を全く受けることはなかった。また、米ぬかをケン化・抽出・

濃縮の一連の操作を行った際の添加回収率は 78.3～80.5％であった。ケン化の操作が加わった

ことにより、ピーク面積のばらつきがヤシ油に比べて大きく、また添加回収率も下がったが、実

用範囲内であると判断できた。 

 分析した植物油 8 種、粉末状試料 6 種の

中で、こめ油など一部の試料では共存する

成分が T3 類の正確な分析の障害となった。

そこで、2D-HPLC 法の適応について検討した

（Fig.3）。その結果、こめ油では、共存す

る成分によるピークと完全に分離し、その

影響を受けることなく検出することができ

た。また、小麦胚芽では、保持時間からは判

別が困難であったδ-T3およびα-T3を明確

なピークとして検出することができ、極微量なγ-T3 も検出することができた（Fig.4）。 

 逆相 HPLC 法を用い、これまで実現でき

なかった 8 種の VE 同族体の同時分析を、

低温分離条件を適用することにより、こ

れまでの順送 HPLC 法と同程度の分析時

間および感度で実現することができた。

また、比較的安価で、安全性の高いメタ

ノールの単一溶媒系による分離・分析の

実現により、回収した溶出液を簡単な蒸

留等の処理により繰り返し移動相として

利用することも可能で、コストの削減、

及び実験環境の改善とともに、環境負荷



の低減にも寄与するものと考えられる。また、従来法では共存する成分の影響について十分な検

討はなされていなかったが、2D-HPLC 法への展開によりその影響を明らかとすることが可能とな

り、試料油として mg レベルの大量導入も可能であったことから、T3 の正確な分布を明らかとす

るうえで有効な方法といえる。また、共存する成分の生成過程などの研究にも応用が期待できる。 

さらに、低温で非常に保持力が強くなる特性を生かし、酸化安定性が低いビタミン E を試料と

したオンライン濃縮法について検討した。メタノールを用い 0℃で、C30 カラムを用いて分離し

た β-トコフェロール画分（17.9-19.4 分）をカラムスイッチング法で-50℃に冷却したモノリス

型の ODS カラムに導入した（移動相の体積として 0.9ｍL）。この操作を 12 回繰り返し計 0.9μ

ｇの β-トコフェロールを ODS カラムに

導入後、室温にカラムを戻してメタノー

ルで溶出することによりβ-Toc を回収

した。その結果、ピーク面積から 91.8％

のβ -Toc を回収することができた

(Fig.5)。トラップされた試料はカラム

中では極低温に保たれ、酸素への暴露も

防ぐことができ、溶出は室温に戻すのみ

の操作で行えることなどから、不安定な

化合物の分取に有効と期待できた。  

（３） 低温分離条件を用いたアンテイソ型分岐不斉を有する天然有機化合物の立体異性体組

成分析への展開 

抗菌性、細胞毒性のある新規アルカノイルイミダゾールの Bulbimidazole A (Fig.6)のアルキ

ル鎖中のアンテイソ型分岐不斉構造について、その絶対配置と異性体組成分析を行った。8-メチ

ルデカン酸を蛍光誘導体に導いた後、分離の最適条件の検討を行った結果、Develosil ODS-HG-

3 カラムを-42.5℃に冷却し 0.075ｍL/min の低流速で溶出することにより(S)-8-メチルデカン

酸を（R）-及び（S）-2A1P-OH でそれぞれ誘導体に導いた化合物を分離することができた。

Bulbimidazoles A のアンテイソ分岐

鎖の立体化学は 8S体が主であるが 9%

程度の 8R 体を含んでいることを明ら

かとした。このような、アンテイソ型

の分岐不斉において、光学異性体の混

合物であった例は 2 例目４）で、低温

分離条件を用いた本法は、新しい知見

を得るための有効な方法と言える。  
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