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1. はじめに  

分取 HPLC システムは比較的内径の太いカラム

に対し大量の試料を導入できることから、高収量

の分取画分を得ることが可能です。大量の移動相

を使用するため分析時間が長くなるとランニング

コストが高くなりますが、分離が不十分の場合、得

られる画分の純度が低下します。また、採取された

画分は手作業による濃縮や再調整などが必要にな

るケースもあります。 

 そこで本アプリケーションノートでは繰り返し

分取により得られた画分をカラム濃縮し、再溶出

の際にグラジエント分離を行うことにより、高濃

度かつ高純度の最終画分を得るための前処理シス

テムを構築し分析を行いました。 

 

2. システム構成及び実験条件 

  図 1 にシステム構成を示しました。二つのシ

ステムで 3 つのステップを行いました。 

① 分取システム： 

試料の大量注入と単一ピークの繰り返し分取 

② 捕集＆溶出バルブシステム： 

ⅰ. ①の試料を捕集カラムに導入（図 2.捕集） 

ⅱ. 捕集カラムから溶出させ分取（図 2.溶出） 

 

 
図 1.システム構成 

 

図 2.捕集＆溶出バルブシステム構成図 

  

<要旨>  

 分取 HPLC では移動相を大量に使用するため分析時間に比例しラン

ニングコストが高くなります。本アプリケーションノートではメイン

化合物のショルダーピークをターゲットとし、夾雑を含むフラクシ

ョンを採取しました。カラム濃縮後、溶出時にグラジエント分離を行

うことにより、夾雑成分を除去し、ターゲットピークのみを分取精製

しました。本システムにより従来の分取システムよりも高濃度かつ

高純度の試料を得ることが可能でした。 



 

 

 このシステムの評価には生化学実験グレードの

クロルヘキシジンを用いました。 

 

表 1. 分析条件 

 

 

2 µL注入により分取HPLC 条件を最適化しまし

た。短い分析時間内にピークを分離することによ

り溶媒消費量を最小化します（①）。採取された画

分を逆相系カラムに捕集しました。このとき高回

収率を目的とし、ターゲットピークとともに分取

された溶離液を希釈しながら送液しました（②-

ⅰ）。捕集された化合物は再度グラジエント溶離に

より単一ピークに分離され、分取されます（②-ⅱ）。 

 

3. 結果及び考察 

図 3 に示すように 2 µL 注入では各ピークが良

好に分離されましたが、80 µL 注入では過負荷の

影響でピークがブロードになりターゲットピーク

とメインピークが一部共溶出しています。この画

分を 10 回繰り返し分取し、得られた分取画分を

再度分析したところ、ターゲットピークの存在比

が高くなったものの、クロルヘキシジンピークの

混入が確認されました（図 4 参照）。このように

ランニングコストと収量を最適化すると、分取画

分の純度が落ち、その後の過程の（NMR 分析な

ど）精度に影響を与えます。また、ターゲットピ

ークは分取の際に希釈され、濃度が低くなりま

す。そのため、更なる処理として濃縮や再精製を

行うことにより高純度・高濃度の試料を得ること

が重要です。

 

図 3.2 µLおよび 80 µL注入のクロマトグラム 

図 4.分取後画分のクロマトグラム 

 

捕集カラムへの導入の際に、回収率を上げるた

め得られた画分を水で希釈しながら送液しまし

た。今回は 30％の希釈率で良好に保持されまし

た。カラムへ保持されたターゲット化合物の溶出

の際に夾雑との分離を行うことが可能なグラジエ

ント条件を設定しました。最終画分はピークベー

スフラクション（UV トリガー）モードで分取し

ました。  

 



 

 

 

図 5.溶出時のクロマトグラム 

 

図 6.最終画分を再分析したクロマトグラム 

 

分取後と最終画分（図 4 と図 6）のクロマトグラ

ムを比較すると約 30 倍（面積値）の濃縮が行わ

れ、混入したメインピークの除去が行われたこと

が明らかになりました。 

 

4. まとめ 

ランニングコストが高い分取 HPLC において分

離とスループットの調節が必要な場合があります

が、本システムでは分取の際にやむを得ず混入す

る夾雑ピークを分離し、かつターゲットピークの

濃縮を行い、高純度・高濃度の最終画分を得るこ

とが可能でした。 
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