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研究成果の概要（和文）： 

 

高速型、および、高理論段数型、モノリスシリカキャピラリーカラムの開発、高性能化を
行った。シリカキャピラリー管内でテトラメトキシシランとメチルトリメトキシシランを
原料とするシリカモノリスの調製において、シリカ量、ならびに、1-2 m のマクロ細孔と
約 10 nmのメソ細孔の大きさを制御することにより、溶媒のカラム通過時間 10 sで 10000
理論段、5000 s で 1000000 理論段の発現を可能とし、超高性能分離を実現した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Optimization of preparation conditions of monolithic silica capillary columns attained 
10000 and 1000000 theoretical plates with a column dead time of 10 s and 5000 s, 
respectively, providing ultrahigh resolution of closely related substances. 
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１．研究開始当初の背景 
 
ゲノム解析、プロテオーム解析に続き、膨大
な構造的多様性をもつメタボローム解析や
タンパク質との関係を含めた糖鎖の総合的
な理解（グライコーム解析）において、国際
的に開発競争が継続している。この原動力と
なるのがＨＰＬＣ分離技術である。ＨＰＬＣ
用粒子充填カラムの性能が向上し、1.7～２

m 粒子充填カラムと高圧ポンプの開発によ
り、５分間でピークキャシティ(分離可能ピ
ーク数)200～300 の発現が可能となった。し
かし、粒子充填カラムの性能は、構造に付随
する制限から逃れられない性能限界を示し
ていた。すなわち、 
(1) カラム理論段数が粒子径に反比例し、送
液圧力(上限 100 MPa)が粒子径の２乗に反比
例するので、これ以上の高速性能の実現は、
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経済的、資源環境的適合性において高いコス
トを伴う。 
(2)１～２m 粒子が高速性能を発現できるの
は、30,000～100,000 理論段以下の範囲であ
り、それ以上の高理論段数カラム、とくに長
いキャピラリーカラムの実用化は図られて
いなかった。このような粒子充填カラムの限
界を超えるカラムの開発が将来の物質分離
のために不可欠であり、HPLC 用モノリス型キ
ャピラリーカラムの開発は、生命科学に必須
の HPLC－質量分析(MS)においてとくに重要
であった。 
 
粒子充填型カラムの性能限界を超える高性
能化は、カラム内の空隙サイズと骨格サイズ
を独立して制御可能な、すなわち、大きな空
隙による低圧送液と小さな骨格に基づく高
性能とが両立するモノリス型カラムにおい
て可能である。有機モノリスの研究例は多い
が高性能の発現は困難であり、モノリスシリ
カ調製法について他の研究例は少なく、応用
研究に偏っていた。 
 
申請者は、(1)５m 粒子相当の圧力で 2-2.5 
m 粒子相当の分離性能、および、(2)3-4 m
長のキャピラリーカラムにより 400,000－
500,000 理論段の発生などを実現してきた。
フィード中シラン濃度の増加すなわち（空隙
サイズ／骨格サイズ）比の減少と、低温にお
けるゲル化による均一なモノリス構造の実
現による、一層の高性能化に関する開発指針
が得られていた。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、(1)極限的な性能を目指す調製法
に関する基礎的な面と、(2)実サンプルにつ
いて高い分離能力を実証するという応用的
な側面とを有する。具体的には、(1)高性能
モノリス型シリカカラム調製法の開発によ
り、①高速性能、②高理論段数、③試料負荷
量の３点において極限的な性能の向上を達
成し、応用例で実証することを目標とした。 
 
①ドメインサイズ(dd)の縮小と構造の均一性
の増大により、最高性能の粒子充填カラムと
同等の高速性能（時間当たり理論段数）の実
現を目標とした。dd=2 m を高い均一性で実
現し、粒子径 2.5-3 m 相当の圧力で、粒子
径 2 m 相当の高速性能を発現するモノリス
の調製を目指した。 
②ドメインサイズ dd =2.5-3.5 m において均
一性の高いモノリス構造を得ることにより
逆相 HPLC 系で高理論段数（圧力あたり理論
段数）の発現、t0＝1.5 時間で 100 万理論段
あるいはそれ以上の理論段数の発生を目指
した。さらに 10 万理論段を与える親水性相

互作用 LC(HILIC)用の高性能キャピラリーカ
ラムの調製を試みた。現在でも同等性能の粒
子充填カラムは存在しない。 
③試料負荷量の増大は、シリカ調製における
相比（骨格量）の増加と、表面修飾後の性能
が保証されるモノリスの特徴を生かして、シ
リカ表面に二重結合をもつアンカーを結合
し、ビニルモノマーを重合してポリマー被覆
を行うことにより、粒子充填カラムと同等以
上の試料負荷量を実現することを目標とし
た。 
 
３．研究の方法 
 
モノリス型シリカの共連続構造は、ポリエチ
レングリコール(PEG)など水溶性高分子の存
在下、アルコキシシランから相分離とゲル化
をシンクロナイズさせたゾル－ゲル反応に
より得られる。 
 
高速、高理論段数モノリス型シリカ調製への
アプローチは、次の通りである。 
(1)カラム中のシリカ量の最適化： シリカ調
製時の tetra methoxysilane (TMOS)濃度、あ
るいは TMOS と methyltrimethoxysilane 
(MTMS)との混合物の仕込み濃度の調整によ
る（空隙サイズ／骨格サイズ）比（カラム内
の相比、あるいはカラム空隙率）の最適化、 
(2)ドメインサイズの最適化：PEG濃度の調整
による相分離の進行速度とゲル化の進行速
度との調整による細孔サイズ、骨格サイズの
最適化、 
(3)高い構造均一性の実現：反応温度、触媒
濃度の最適化による均一な共連続構造の実
現、 
(4)試料負荷量の増大： HILIC 用固定相の調
製において、重合反応を用いて修飾すること
により固定相量を増加させ、溶質の保持能力、
試料負荷量においても粒子充填カラムと競
争できるモノリスシリカカラムの調製 
 
カラム性能の評価と、高性能の実証において、
①高速性能および高理論段数性能はイソク
ラティック溶出における結果から、kinetic 
plot解析により評価した。②複数のキャピラ
リーカラムを接続して長いキャピラリーカ
ラムを構成し、1,000,000 理論段を超える高
理論段の発現を実証した。さらに、長いカラ
ムと長いグラジエント時間を用いるグラジ
エント溶出を行って非常に大きなピークキ
ャパシティを発現させ、HPLC-ESI-MS による
タンパク質同定能力の向上を示すことによ
り、プロテオームの実サンプルに対する高い
分離能力、すなわちモノリス型シリカキャピ
ラリーカラムの実用性を実証することを試
みた。 
 



 

 

４．研究成果 
 
Tetramethoxysilane(TMOS)と methyltrimet- 
hoxysilane(MTMS)との混合物を原料とする
ハイブリッド型シリカモノリスの調製にお
いて、フィードにおける(TMOS/MTMS)比とシ
ラン濃度、相分離の開始時期を調整する poly 
ethylene glycol(PEG)濃度、ならびに、反応
温度の最適化により、①、②の目標が達成さ
れた。 
 
(1) (TMOS/MTMS)比＝10/0～9/1～3/1 の範囲
で PEG 濃度を最適化した結果、(TMOS/MTMS)
比＝9/1 においてシリカ量を従来より約 22%
増加して得られたモノリスシリカカラムは、
Octadecylsilyl 基による化学修飾を経て、第
二世代の TMOS 型モノリスシリカと同等のカ
ラム性能、すなわち 5 m 粒子相当の透過率
と、2-2.5 m粒子相当の理論段高 H＝4.6-5.0 
m と、(TMOS/MTMS)比＝3/1 から得られたハ
イブリッドモノリスシリカに近い保持能力
を示した。これにより保持の大きな高速型モ
ノリスシリカカラムの調製が可能となった。 
 
(2) (TMOS/MTMS)比＝3/1 において調製した 3 
– 5 m 長のカラムは高い透過率(５m 粒子の
約５倍)と約７m の理論段高を示し、３本の
キャピラリーカラムを接続した 12.5 m カラ
ムシステムは 80%アセトニトリル中、50 MPa
以下の圧力で、通過時間(t0)=1.5 時間で 100
万段以上の理論段数を発生した（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．ODS モノリスシリカカラムによる多環
芳香族化合物の分離(L=12.5 m) 
 
(3) (TMOS/MTMS)比＝9/1～3/1 の範囲のモノ
リス調製における PEG 濃度を最適化により、
(TMOS/MTMS)比＝9/2 において得られたキャ
ピラリーカラムは、Octadecylsilyl(ODS)基
による化学修飾後、従来の高理論段数型と同
等の性能 H＝7.5-8 mと従来のカラムより高
い透過率 K=1.5-2x10-13 m2を与え、4-5 m長の
キャピラリーカラムにより約 50 万理論段、
３本のキャピラリーカラムを接続した 15 m
カラムシステムは、50 MPa 以下の圧力で 200
万理論段の発生を可能とした。 
(4) (3)のキャピラリーカラムを２本接続し

た 8.5 m カラムシステムは、保持時間
1400-1500 分で重水素置換ベンゼンについて
１個の重水素置換による分離を可能とした
（図２）。 

図２．重水素置換ベンゼンの分離(L=8.5 m) 
 
(5) 大腸菌プロテオームの解析において、
3.5 m長カラムを用いて約 40時間のアセトニ
トリルグラジエント溶出を数百 nL/min の流
速で３回繰り返すことにより、約 22000 のペ
プチドが同定され、2600の遺伝子に対応する
ほぼ全プロテオームの解析が可能となった。
大量注入条件下、長いモノリス型シリカキャ
ピラリーカラムの適用により 90%以上の膜タ
ンパク質の同定と、イオンサプレッションの
抑制による低濃度タンパク質の同定により
70 倍程度のダイナミックレンジ拡大が可能
となった（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
図３．ODS モノリスシリカカラムによる大腸
菌プロテオームに由来するペプチドの分離
(L=350 cm) 
 
(6) TMOSから調製したロッド型カラムについ
て ODS修飾後、5 cm長カラムにより 8000-9000
理論段、25 cm カラムにより 40000-45000 段
が得られ、２本あるいは３本を接続すること
により、カラム圧 10-15 MPa, t0=4-7 分にお
いて、8-8.5 万段および 12-12.5 万段が得ら
れた。これにより 2 m 以下の微粒子あるい
はコアシェル粒子充填型カラムと比較して、
より低圧で高理論段数の発現が一般的 HPLC
装置を用いて可能となった。 
 
(7) シリカ表面に二重結合をもつアンカー
を結合し、新規ビニルモノマーを重合して重
合修飾によるポリマー被覆を行うことによ
り、HILIC 用固定相の保持能力、試料負荷量
の増大を可能とした。このカラムは、数倍の
相比をもつシリカ粒子充填カラムと同等以
上の保持能力をもつことが示された。これは、
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長いカラムによる高理論段数発現、あるいは
二次元 HPLC において重要な要素である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．Kinetic plot 解析による粒子充填カラ
ムとモノリスシリカカラムとの性能比較 
 
以上のように、調製の容易なハイブリッド型
について、調製条件の最適化により高速型お
よび高理論段数型モノリスシリカカラムの
性能向上が達成された。図４が示すように、
40 MPa 圧力限界の下で、2 m 粒子充填剤と
同等の 25000理論段以上の全領域で、現在の
カラムを超える性能を発現できるモノリス
型シリカキャピラリーカラムの開発は、これ
までに得られている開発ガイドラインに基
づいて可能であり、とくに、モノリスカラム
の特徴が顕著に表れる 10-100 万理論段の領
域の高性能分離において、その実用化が期待
される。 
 
モノリスシリカカラムの実用化は、世界で数
十万台以上使用されている圧力限界約 40 MPa
の装置による超高性能の発現を可能として、
経済的、資源環境的なコストを最小限とする
と同時に、分離能力の進歩が、それを利用す
る関連領域、とくにプロテオーム、メタボロ
ームに代表される生命科学の飛躍的な進歩
に貢献するものと期待される。 
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