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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　溶媒流入部、２本以上の複数の管に分岐している分岐配管部及び溶媒流出部から構成さ
れる分岐配管装置を含むグラジエント高速液体クロマトグラフィーの分岐配管装置に、送
液ポンプ（Ｐ）により移動相を送液し、溶媒流入部、２本以上の複数の管に分岐している
分岐配管部、溶媒流出部を順に満たした後に、別組成の移動相を送液することにより、任
意のグラジエント溶出直線又は曲線に従って分離カラムから目的成分を流出させる試料中
微量成分の分析方法。
【請求項２】
　図２のように、送液ポンプ（Ｐ１）、インジェクター（Ｉ）、切替えバルブ（Ｖ）、成
分濃縮用カラム（Ｍ）、切替えバルブ（Ｖ）、溶媒ミキシング装置（ＭＣ）、溶媒流入部
の管と２本以上の複数の管に分岐している分岐配管部の管の間、分岐配管部の管と溶媒流
出部の管の間を、各々、コネクター（Ｘ）、コネクター（Ｙ）を介して連結し、複数の流
路に分岐した管が合流するコネクター（Ｙ）が、十分な溶媒ミキシング機能を有する分岐
配管装置（ＳＴ）及び切替えバルブ（Ｖ）の順に連結し、別のラインにより送液ポンプ（
Ｐ２）、切替えバルブ（Ｖ）、上記分岐配管装置（ＳＴ）、溶媒ミキシング装置（ＭＣ）
、切替えバルブ（Ｖ）、成分濃縮用カラム（Ｍ）、切替えバルブ（Ｖ）、分離カラム（Ｃ
）及び検出器（Ｄ）を連結した低流速グラジエント高速液体クロマトグラフィーにおいて
、送液ポンプ（Ｐ１）により送られる移動相により目的成分を成分濃縮用カラム（Ｍ）に
捕捉し、次に切替えバルブを切替えて、送液ポンプ（Ｐ２）により、別組成の移動相を分
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岐配管装置（ＳＴ）、溶媒ミキシング装置（ＭＣ）の順に送液することにより、任意のグ
ラジエント溶出直線又は曲線に従って分離カラム（Ｃ）から目的成分を流出させる試料中
微量成分の分析方法。
【請求項３】
　図３のように、送液ポンプ（Ｐ１）、インジェクター（Ｉ）、切替えバルブ（Ｖ）、成
分濃縮用カラム（Ｍ）、切替えバルブ（Ｖ）、溶媒流入部の管と２本以上の複数の管に分
岐している分岐配管部の管の間、分岐配管部の管と溶媒流出部の管の間を、各々、コネク
ター（Ｘ）、コネクター（Ｙ）を介して連結し、複数の流路に分岐した管が合流するコネ
クター（Ｙ）が、十分な溶媒ミキシング機能を有する分岐配管装置（ＳＴＭ）及び切替え
バルブ（Ｖ）の順に連結し、別のラインにより送液ポンプ（Ｐ２）、切替えバルブ（Ｖ）
、上記分岐配管装置（ＳＴＭ）、切替えバルブ（Ｖ）、成分濃縮用カラム（Ｍ）、切替え
バルブ（Ｖ）、分離カラム（Ｃ）及び検出器（Ｄ）を連結した低流速グラジエント高速液
体クロマトグラフィーにおいて、送液ポンプ（Ｐ１）により送られる移動相により目的成
分を成分濃縮用カラム（Ｍ）に捕捉し、次に切替えバルブを切替えて、送液ポンプ（Ｐ２
）により、別組成の移動相を分岐配管装置（ＳＴＭ）に送液することにより、任意のグラ
ジエント溶出直線又は曲線に従って分離カラム（Ｃ）から目的成分を流出させる試料中微
量成分の分析方法。
【発明の詳細な説明】
技術分野
本発明は、グラジエント溶出を達成する為に、送液ポンプにより送られる移動相を複数の
流路に分岐させた後、再び合流させることを特徴とする分岐配管装置を用いたグラジエン
ト高速液体クロマトグラフィーに関する。
従来の技術
内径１．０ｍｍ未満のミクロカラム、セミミクロカラムやキャピラリーカラムを用いる低
流速高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）は、微量成分の高感度分析に適しており、
特にオンラインでエレクトロスプレー質量分析装置（ＥＳＩ－ＭＳ）と接続したＨＰＬＣ
／ＥＳＩ－ＭＳシステムは様々な分野で汎用されている。最近では、ＥＳＩ－ＭＳのスプ
レープローブの高感度化がすすみ、数１０ｎＬ／ｍｉｎから１μＬ／ｍｉｎの流速での測
定が可能となった例が報告されている（Ｍ．Ｗｉｌｍ，Ｍ．Ｍａｎｎ，Ａｎａｌ．Ｃｈｅ
ｍ．，６８（１９９６）１．）。それに伴い、ＨＰＬＣシステムにおいてもミクロ化が加
速し、ＥＳＩの最適流速に対応した低流速高速液体クロマトグラフィーが開発されつつあ
るが、低流速グラジエント高速液体クロマトグラフィーについては数μＬ／ｍｉｎ以下の
流速において高い再現性を得ることは難しく、市販のミクロＨＰＬＣシステムで最も性能
が良いとされるものでもグラジエント溶出の再現性の得られる流速は１０－２０μＬ／ｍ
ｉｎ以上と報告されている（Ｅ．Ｃ．Ｈｕａｎｇ，Ｊ．Ｄ．Ｈｅｎｉｏｎ；Ａｎａｌ．Ｃ
ｈｅｍ．，６３（１９９１）７３２；Ａ．Ｄｕｃｒｅｔ，Ｎ．Ｂａｒｔｏｎｅ，Ｐ．Ａ．
Ｈａｙｎｅｓ，Ａ．Ｂｌａｎｃｈａｒｄ，Ｒ．Ａｅｂｅｒｓｏｌｄ，ＡｎａＬ．Ｂｉｏｃ
ｈｅｍ．，２６５（１９９８）１２９．）。
現在、数μＬ／ｍｉｎ以下の流速でグラジエント溶出を行うためには、大別して２つの方
法が知られている。即ち、再現性の得られる中高速の流速でグラジエント溶出を行い、そ
こから必要流量だけをスプリットして用いるプレカラム・フロー・スプリット法（Ｗ．Ｊ
．Ｈｅｎｚｅｌ，Ｊ．Ｈ．Ｂｏｕｒｅｌｌ，Ｊ．Ｔ．Ｓｔｕｌｔｓ，ＡｎａＬ．Ｂｉｏｃ
ｈｅｍ．，１８７（１９９０）２２８．；Ｅ．Ｃ．Ｈｕａｎｇ，Ｊ．Ｄ．Ｈｅｎｉｏｎ，
Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．，６３（１９９１）７３２；Ｊ．Ｐ．Ｃｈｅｒｖｅｔ，Ｍ．Ｕｒｓ
ｅｍ，Ｊ．Ｐ．Ｓａｌｚｍａｎｎ，Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．，６８（１９９６）１５０７．
）、一つのポンプと一つの溶媒ミキシング装置を用いた１チャンバーグラジエント法（Ｔ
．Ｔａｋｅｕｃｈｉ，Ｄ．Ｉｓｈｉｉ，Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ．，２５３（１９８２
）４１；Ｊ．Ｅ．Ｍａｃｎａｉｒ，Ｇ．Ｊ．Ｏｐｉｔｅｃｋ，Ｊ．Ｗ．Ｊｏｒｇｅｎｓｏ
ｎ，Ｍ．Ａ．Ｍｏｓｅｌｅｙ　ＩＩＩ，Ｒａｐｉｄ　Ｃｏｍｍｕｎ．Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃ
．１１（１９９７）１２７９；Ａ．Ｄｕｃｒｅｔ，Ｎ．Ｂａｒｔｏｎｅ，Ｐ．Ａ．Ｈａｙ
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ｎｅｓ，Ａ．Ｂｌａｎｃｈａｒｄ，Ｒ．Ａｅｂｅｒｓｏｌｄ，Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ
．，２６５（１９９８）１２９）である。
しかし、両方法とも大きな欠点がある。即ち、プレカラム・フロー・スプリット法は、ス
プリット比が溶離液の粘性によって変化するため、グラジエント流量の正確な調整が難し
い。また、１チャンバーグラジエント法は、装置的には非常に単純で再現性も高いが、原
理的に指数関数曲線のグラジエントに限定される。
グラジエント高速液体クロマトグラフィーにおいて、超微量の生体成分又は環境試料・医
薬品中の超微量の不純物などを分析評価する為に、再現性に優れた任意のグラジエントパ
ターンを簡便に達成できる装置の開発が、非常に待ち望まれている。
発明の開示
以上のような状況に鑑み、本発明者らは鋭意検討した結果、以下に示す構成により所期の
目的を達成できることを見出し、本発明を完成した。
本発明は、溶媒流入部、２本以上の複数の管に分岐している分岐配管部及び溶媒流出部か
ら構成されるグラジエント高速液体クロマトグラフィー用の分岐配管装置である。本発明
はまた、溶媒流入部、２本以上の複数の管に分岐している分岐配管部及び溶媒流出部から
構成される分岐配管装置を含むグラジエント高速液体クロマトグラフィーである。
また、本発明は、図１中、溶媒流入部の管と２本以上の複数の管に分岐している分岐配管
部の管の間、分岐配管部の管と溶媒流出部の管の間を、各々、コネクター（Ｘ）、コネク
ター（Ｙ）を介して連結してなるグラジエント高速液体クロマトグラフィー用の分岐配管
装置である。即ち、送液ポンプ（Ｐ）により送られる移動相は、コネクター（Ｘ）で複数
の流路に分岐した後、再びコネクター（Ｙ）で合流することになる。
本発明は、また、この分岐配管装置に、送液ポンプ（Ｐ）により移動相を送液し、溶媒流
入部、２本以上の複数の管に分岐している分岐配管部、溶媒流出部を順に満たした後に、
別組成の移動相を送液することにより、任意のグラジエント溶出直線又は曲線に従って分
離カラムから目的成分を流出させる試料中微量成分の分析方法である。
分岐配管装置は、管を介して送液ポンプ（Ｐ）に連結して用いる。分岐配管装置の溶媒流
入部と溶媒流出部の管の間の分岐配管部は、長さ及び／又は内径が同一又は相異なる複数
の管を並列配置したものから構成され、任意のグラジエント溶出パターンの簡便な実施を
可能とするものである。分岐配管装置の分岐配管部においては、例えば、内径を等しくし
て長さのみを変化させた複数の管を並列配置しても良いし、長さを等しくして内径のみを
変化させた複数の管を並列配置しても良いし、内径と長さの両者を変化させた複数の管を
並列配置しても良い。
また、並列配置した分岐管の各々の途中で内径を変化させても良く、各分岐管の途中に、
例えば、新たなコネクターを配置して、その前後で内径の異なる管を連結させても良い。
分岐配管装置の溶媒流入部と溶媒流出部の管の間の分岐している複数の管の長さには制限
はなく、また、管の内径は、数μｍ～１ｍｍあるいは１μｍ～１ｍｍまで変化させること
ができる。分岐配管やコネクターの材質は、例えば、ステンレス、ガラス、合成樹脂など
が挙げられるが、特に限定されない。尚、合成樹脂としては、例えば、ポリエーテル・エ
ーテル・ケトン（ＰＥＥＫ）やテフロンなどが挙げられる。
分岐配管装置の溶媒流入部と溶媒流出部の管の間の分岐配管部において、分岐している複
数の管の数、即ち、図１中、コネクター（Ｘ）における流路の分岐数は、２本以上であれ
ば何本でもよく、３本以上分岐数が多いほどより細かなグラジエント溶出パターンの設定
が容易となる。
移動相は、分岐配管装置を通過させることにより、分岐配管装置の溶媒流出部通過時点に
おいては、ステップグラジエントの移動相組成となる。
本発明は、また、分岐配管装置の溶媒流出部の管から流出させた移動相を溶媒ミキシング
装置に流入させることを特徴とするグラジエント高速液体クロマトグラフィー用の分岐配
管装置である。
即ち、図１記載の分岐配管装置の溶媒流出部に溶媒ミキシング装置を連結させ、送液ポン
プ（Ｐ）により送られた移動相を、分岐配管装置、溶媒ミキシング装置の順に通過させる



(4) JP 4043718 B2 2008.2.6

10

20

30

40

50

。分岐配管装置を通過させることによってステップグラジエント組成の移動相が得られる
が、その後に、さらにそれ単独では指数関数曲線のグラジエント組成となる溶媒ミキシン
グ装置を通過させることにより、両者の異なるグラジエント組成が重なって、直線グラジ
エント（リニアグラジエント）もしくはリニアグラジエント類似の任意のグラジエント溶
出パターンを得ることができる。
溶媒ミキシング装置は、例えば、攪拌子等での攪拌混合を行うチャンバー装置や、市販の
ミキシングコネクター装置などが挙げられるが、もちろんこれらに限定される訳ではなく
、送液された移動相溶媒を効率良く混合できるものであれば、どのような構造のものでも
良い。
さらに、本発明は、図１中、送液ポンプ（Ｐ）により送られる移動相を、コネクター（Ｘ
）で複数の流路に分岐させた後、再びコネクター（Ｙ）で合流させることを特徴とする分
岐配管装置において、コネクター（Ｙ）が溶媒ミキシング機能を有するグラジエント高速
液体クロマトグラフィー用の分岐配管装置である。即ち、コネクター（Ｙ）が溶媒ミキシ
ング機能を有する分岐配管装置においては、送液ポンプ（Ｐ）により送られた移動相を、
その分岐配管装置を通過させることにより、リニアグラジエントもしくはリニアグラジエ
ント類似の任意のグラジエント溶出パターンを得ることができる。したがって、コネクタ
ー（Ｙ）が溶媒ミキシング機能を有する分岐配管装置においては、リニアグラジエントも
しくはリニアグラジエント類似の任意のグラジエントを達成する為に、分岐配管装置の溶
媒流出部に別の溶媒ミキシング装置を連結する必要はない。
分岐配管装置の溶媒流出部に連結される溶媒ミキシング装置としてのミキシングコネクタ
ー装置及び／又は溶媒ミキシング機能を有する分岐配管装置内の分岐管が合流するコネク
ター（Ｙ）は、移動相の十分なミキシング機能を有することが必要であり、その為の構造
として、例えば、１）コネクター内部のミキサー容量（デッドボリューム）を移動相の流
速に比べて十分に大きくする　２）コネクター内部のミキサーの形状を溶媒流の混合に適
した形にする　３）フリット（膜）を設置する　ことなどが挙げられるが、これらに限定
される訳ではない。尚、移動相の流速（１分あたりの移動相の移動量）１に対して、溶媒
ミキシング装置、又は、溶媒ミキシング機能を有する分岐配管内のコネクター（Ｙ）のミ
キサー内部容量（デッドボリューム）は、２～１０００にすることが望ましい。
また、溶媒ミキシング装置、又は、コネクター（Ｙ）内のフリット（膜）として、例えば
、焼結フィルター、セラミック、金属メッシュ又はセルロース繊維などが挙げられるが、
もちろん、これらに限定される訳ではない。
本発明に係るグラジエント高速液体クロマトグラフィー用の分岐配管装置は、通常の数ｍ
Ｌ／分例えば０．１～３ｍＬ／分の流速で使用するグラジエント高速液体クロマトグラフ
ィーから、極めて小さな流速で使用する低流速グラジエント高速液体クロマトグラフィー
まで、幅広く使用できる。特に、本発明に係る分岐配管装置は、低流速グラジエント高速
液体クロマトグラフィー用に用いる場合に、その有用性がより発揮されるが、もちろん、
これに限定される訳ではない。
低流速グラジエント高速液体クロマトグラフィーとは、例えば、内径０．５～１ｍｍのミ
クロカラムを有して数１０μＬ／分例えば１０～９０μＬ／分の流速で使用するグラジエ
ントミクロ高速液体クロマトグラフィー、内径１～２．５ｍｍのセミミクロカラムを有し
て５０～２５０μＬ／分の流速で使用するグラジエントセミミクロ高速液体クロマトグラ
フィー、又は、内径０．５ｍｍ以下のキャピラリーカラムを有して数μＬ／分以下、通常
１０μＬ／分以下の流速で使用するグラジエントキャピラリー高速液体クロマトグラフィ
ーなどが挙げられる。
本発明に係る分岐配管装置（ＳＴ）を配置した低流速グラジエント高速液体クロマトグラ
フィーの一例について、以下に詳しく説明するが、本発明はこれらに限定されるわけでは
ない。
本発明は、図２中、送液ポンプ（Ｐ１）、インジェクター（Ｉ）、切替えバルブ（Ｖ）、
成分濃縮用カラム（Ｍ）、切替えバルブ（Ｖ）、溶媒ミキシング装置（ＭＣ）、分岐配管
装置（ＳＴ）及び切替えバルブ（Ｖ）の順に連結し、別のラインにより送液ポンプ（Ｐ２
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）、切替えバルブ（Ｖ）、分岐配管装置（ＳＴ）、溶媒ミキシング装置（ＭＣ）、切替え
バルブ（Ｖ）、成分濃縮用カラム（Ｍ）、切替えバルブ（Ｖ）、分離カラム（Ｃ）及び検
出器（Ｄ）を順に連結した低流速グラジエント高速液体クロマトグラフィーである。
本発明は、また、上記の低流速グラジエント高速液体クロマトグラフィーにおいて、送液
ポンプ（Ｐ１）により送られる移動相により目的成分を成分濃縮用カラム（Ｍ）に捕捉し
、次に切替えバルブを切替えて、送液ポンプ（Ｐ２）により、移動相を分岐配管装置（Ｓ
Ｔ）、溶媒ミキシング装置（ＭＣ）の順に送液することにより、リニアグラジエントもし
くはリニアグラジエント類似の任意のグラジエント組成の移動相を形成し、分離カラム（
Ｃ）から目的成分をグラジエント流出させる試料中微量成分の分析方法である。
さらに、本発明は、図３中、送液ポンプ（Ｐ１）、インジェクター（Ｉ）、切替えバルブ
（Ｖ）、成分濃縮用カラム（Ｍ）、切替えバルブ（Ｖ）、溶媒ミキシング機能を有する分
岐配管装置（ＳＴＭ）及び切替えバルブ（Ｖ）の順に連結し、別のラインにより送液ポン
プ（Ｐ２）、切替えバルブ（Ｖ）、溶媒ミキシング機能を有する分岐配管装置（ＳＴＭ）
、切替えバルブ（Ｖ）、成分濃縮用カラム（Ｍ）、切替えバルブ（Ｖ）、分離カラム（Ｃ
）及び検出器（Ｄ）を連結した低流速グラジエント高速液体クロマトグラフィーである。
本発明は、また、この低流速グラジエント高速液体クロマトグラフィーにおいて、送液ポ
ンプ（Ｐ１）により送られる移動相により目的成分を成分濃縮用カラム（Ｍ）に捕捉し、
次に切替えバルブを切替えて、送液ポンプ（Ｐ２）により移動相を溶媒ミキシング装置の
機能を併せ持つ分岐配管装置（ＳＴＭ）に送液することにより、リニアグラジエントもし
くはリニアグラジエント類似の任意のグラジエント組成の移動相を形成し、分離カラム（
Ｃ）から目的成分をグラジエント流出させる試料中微量成分の分析方法である。
本発明における分岐配管装置は、以下のように構成されたグラジエント高速液体クロマト
グラフィー内に配置することにより、任意のグラジエント直線または曲線に従った微量成
分の高速・高感度分析を可能とするシステムとなる。
図１に本発明に係る分岐配管装置を、図２及び図３に分岐配管装置を含む低流速グラジエ
ント高速液体クロマトグラフィーの概念図の一例を示したが、もちろんこれらに限定され
るわけではない。本システムを図１～図３により、詳細に説明する。
図１は、本発明に係るグラジエント高速液体クロマトグラフィー用の分岐配管装置の図で
あり、両端の一方は溶媒流入部、他方は溶媒流出部の管から構成され、その溶媒流入部と
溶媒流出部の管の間が２本以上の複数の管に分岐している。送液ポンプ（Ｐ）により送ら
れる移動相は、一方の端の溶媒流入部の管から本装置内に入り、コネクター（Ｘ）で複数
の流路に分岐した後、再びコネクター（Ｙ）で合流し、片端の溶媒流出部の管から出るこ
とになる。この分岐配管装置において、送液ポンプ（Ｐ）により移動相を送液し、溶媒流
入部、２本以上の複数の管に分岐している分岐配管部、溶媒流出部を順に満たした後に、
別組成の移動相を送液することにより、任意のグラジエント溶出直線又は曲線に従って分
離カラムから目的成分を流出させることが可能となる。
コネクター（Ｘ）に連結している複数の分岐した管の中の移動相の各々の流速は、移動相
がコネクター（Ｘ）を通過後に、分岐している各々の管の抵抗値に応じて、当初の溶媒流
入部における流速が分割され、各々異なる流速で分岐管内を移動する。分岐した複数の管
の抵抗値の大きさは、分岐した各々の管の長さ及び／又は内径に依存する為、分岐した管
の長さ及び／又は内径を変化させることにより、各々の管中の流速が変化し、合流するコ
ネクター（Ｙ）に移動相が達する時間にずれが生じる。このコネクター（Ｙ）への分岐管
の各々による到達時間のずれを利用して任意のグラジエントパターンを創出する装置が、
本発明に係る分岐配管装置である。
グラジエント高速液体クロマトグラフィー、特に低流速グラジエント高速液体クロマトグ
ラフィーにおいて、ステップグラジエント溶出を行う時には、図１に示す分岐配管装置は
、溶媒流入部の管を送液ポンプ側に、溶媒流出部の管を分離カラム側に連結して用いる。
また、リニアグラジエントもしくはリニアグラジエント類似の任意のグラジエント溶出を
行う時には、図１に示す分岐配管装置の溶媒流入部側の管を送液ポンプ側に、溶媒流出部
側の管は溶媒ミキシング装置に連結した後に分離カラム側に連結して用いる。ただし、図



(6) JP 4043718 B2 2008.2.6

10

20

30

40

50

１中、分岐配管装置の複数流路に分岐した管の合流するコネクター（Ｙ）が、溶媒ミキシ
ング機能を有する場合には、分岐配管装置を溶媒ミキシング装置に連結する必要はなく、
図１の分岐配管装置の溶媒流入部の管を送液ポンプ側に、溶媒流出部の管を分離カラム側
に連結することにより、リニアグラジエントもしくはリニアグラジエント類似の任意の移
動相組成の形成が可能となる。
本発明における分岐配管装置は、以下のように構成された低流速グラジエント高速液体ク
ロマトグラフィー内に配置することにより、リニアグラジエントもしくはリニアグラジエ
ント類似の任意の移動相組成を形成することができる。したがって、微量成分の高速・高
感度分析に適したシステムとなる。
図２は低流速グラジエント高速液体クロマトグラフィーの模式図であり、送液ポンプ（Ｐ
１）、インジェクター（Ｉ）、切替えバルブ（Ｖ）、成分濃縮用カラム（Ｍ）、切替えバ
ルブ（Ｖ）、溶媒ミキシング装置（ＭＣ）、分岐配管装置（ＳＴ）及び切替えバルブ（Ｖ
）順に連結され、別に送液ポンプ（Ｐ２）、切替えバルブ（Ｖ）、分岐配管装置（ＳＴ）
、溶媒ミキシング装置（ＭＣ）、切替えバルブ（Ｖ）、成分濃縮用カラム（Ｍ）、切替え
バルブ（Ｖ）、分離カラム（Ｃ）及び検出器（Ｄ）が連結されている。この低流速グラジ
エント高速液体クロマトグラフィー・システムにおける成分の濃縮・分離方法は次のよう
である。
（１）送液ポンプ（Ｐ１）から成分濃縮用移動相を送出し、インジェクター（Ｉ）から試
料溶液を注入し、成分濃縮用移動相で試料溶液を希釈しながら成分濃縮用カラム（Ｍ）へ
試料を送液して試料中の目的成分を成分濃縮用カラム（Ｍ）に捕捉させる。同時に成分濃
縮用移動相で、溶媒ミキシング装置（ＭＣ）、分岐配管装置（ＳＴ）を満たす。成分濃縮
用移動相とは、成分濃縮カラムに目的成分を吸着させるための移動相であり、成分濃縮カ
ラムが疎水的性質を有する場合には、水等の比較的極性の大きな溶媒である。
（２）次に、送液ポンプ（Ｐ２）から送出される試料分離用移動相をバルブ（Ｖ）を切替
えて、分岐配管装置（ＳＴ）、溶媒ミキシング装置（ＭＣ）、成分濃縮用カラム（Ｍ）、
分離用カラム（Ｃ）および検出器（Ｄ）を経て排出させる。試料分離用移動相とは、成分
濃縮用カラム（Ｍ）から試料成分を離脱させ、さらに分離用カラム（Ｃ）において試料成
分を分離するための移動相であり、成分濃縮用カラム（Ｍ）が疎水的性質を有する場合は
、例えばメタノール、アセトニトリル等の、成分濃縮用移動相より極性の小さな溶媒であ
る。この時、成分濃縮用移動相と試料分離用移動相を、分岐配管装置（ＳＴ）、溶媒ミキ
シング装置（ＭＣ）にて混合し、両者の移動相の混合にグラディエントを形成させながら
成分濃縮用カラム（Ｍ）に送液し、捕捉した試料中の目的成分を脱離させ、目的成分を含
む試料バンドを分離カラムへ導入する。ここで、成分濃縮用移動相と試料分離用移動相が
、分岐配管装置（ＳＴ）を通過した時点では両者の移動相の混合にステップグラディエン
トが形成され、さらに、分岐配管装置（ＳＴ）に連結した溶媒ミキシング装置（ＭＣ）を
通過した時点では、リニアグラジエントもしくはリニアグラジエント類似の任意のグラジ
エント組成の移動相が形成される。
したがって、低流速グラジエント高速液体クロマトグラフィーにおいて、目的成分の微量
、高感度な分離分析が達成されるが、これが本システムの特徴の一つである。本システム
は、また、目的成分の濃縮の為に、成分濃縮用カラム（Ｍ）としての種々の機能性膜との
組み合わせが可能であり、適用範囲が広いことも特徴として挙げられる。
ここで送液ポンプとは、例えば、シリンジポンプ、プランジャーを有するポンプなどが挙
げられるが、好ましくは、低流速グラジエント高速液体クロマトグラフィー用の送液ポン
プである。また、バルブとは高速液体クロマトグラフィー用の十方バルブ、六方バルブ等
である。インジェクターとは高速液体クロマトグラフィー中に試料溶液を注入するするた
めの装置であり、分離カラムとは試料中の目的成分を分離するためのカラムであり、目的
に応じていわゆる順相カラム、逆相カラム等を適宜選択できる。これら装置は市販のもの
を使用することができる。
本発明に係る低流速グラジエント高速液体クロマトグラフィーの別のシステムを図３によ
り説明する。図３は、低流速グラジエント高速液体クロマトグラフィーの模式図であり、
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送液ポンプ（Ｐ１）、インジェクター（Ｉ）、切替えバルブ（Ｖ）、成分濃縮用カラム（
Ｍ）、切替えバルブ（Ｖ）、溶媒ミキシング機能を有する分岐配管装置（ＳＴＭ）及び切
替えバルブ（Ｖ）が順に連結され、別に、送液ポンプ（Ｐ２）、切替えバルブ（Ｖ）、溶
媒ミキシング機能を有する分岐配管装置（ＳＴＭ）、切替えバルブ（Ｖ）、成分濃縮用カ
ラム（Ｍ）、切替えバルブ（Ｖ）、分離カラム（Ｃ）及び検出器（Ｄ）が連結されている
。
図３に示すシステムにおける成分の濃縮・分離方法は次のようである。
（１）送液ポンプ（Ｐ１）から成分濃縮用移動相を送出し、インジェクター（Ｉ）から試
料溶液を注入し、成分濃縮用移動相で試料溶液を希釈しながら成分濃縮用カラム（Ｍ）へ
試料を送液して試料中の目的成分を成分濃縮用カラム（Ｍ）に捕捉させる。同時に成分濃
縮用移動相で、溶媒ミキシング機能を有する分岐配管装置（ＳＴＭ）を満たす。
（２）次に、送液ポンプ（Ｐ２）から送出される試料分離用移動相をバルブ（Ｖ）を切替
えて、溶媒ミキシング機能を有する分岐配管装置（ＳＴＭ）、成分濃縮用カラム（Ｍ）、
分離用カラム（Ｃ）および検出器（Ｄ）を経て排出させる。この時、成分濃縮用移動相と
試料分離用移動相を、溶媒ミキシング機能を有する分岐配管装置（ＳＴＭ）にて混合し、
両移動相の混合にグラディエントを形成させながら成分濃縮用カラム（Ｍ）に送液し、捕
捉した試料中の目的成分を脱離させ、目的成分を含む試料バンドを分離カラムへ導入する
。ここで、成分濃縮用移動相と試料分離用移動相が、溶媒ミキシング機能を有する分岐配
管装置（ＳＴＭ）を通過した時点で、リニアグラジエントもしくはリニアグラジエント類
似の任意のグラジエント組成の移動相が形成される。この時、溶媒ミキシング機能を有す
る分岐配管装置（ＳＴＭ）を通過する試料分離用移動相の流路は、試料溶液を注入した方
向と反対方向である。
本発明によると、グラジエント高速液体クロマトグラフィー、特に低流速グラジエント高
速液体クロマトグラフィーにおいて、分岐配管装置（ＳＴ）と溶媒ミキシング装置（ＭＣ
）を連結して配置するか、または、溶媒ミキシング機能を有する分岐配管装置（ＳＴＭ）
を配置することにより、グラジエント溶出直線又は曲線を自由に設計することができ、再
現性の高いナノスケールでの任意のグラジエント溶出系をコントロールすることが可能と
なる。したがって、本発明により、目的成分の微量、高感度の分離分析が可能である。
実験例
１）グラジエント高速液体クロマトグラフィーにおいて、グラジエントパターンに及ぼす
分岐配管装置の効果
図６に示すように、溶媒流入部と溶媒流出部の管の間、即ち、コネクター（Ｘ）とコネク
ター（Ｙ）の間を、内径が同一（１００μｍ）で長さが異なる２本の管（１０ｃｍと２０
ｃｍ）に分岐させた分岐配管装置を用いて、ポンプ、図６に示した分岐配管装置、ＵＶ検
出器を順にＨＰＬＣ用の内径５０μｍの管で連結したシステムを構築した。本システムに
おいて、以下の方法により、グラジエントパターンに及ぼす分岐配管装置内の効果につい
て、検討を行った。
即ち、ポンプからＡ液としてＨＰＬＣ用蒸留水を流速０．５ｍＬ／ｍｉｎで送液し、コネ
クター（Ｙ）に単位時間中に各分岐管から流入する液の重量を計り、その重量比を基にし
て、コネクター（Ｘ）から各分岐管に分割される流量比（スプリット比）の算出を行った
。また、系全体をポンプから送液したＡ液で満たした後、ポンプを一時停止し、０．１％
ホルムアミドを含む１０％メタノール水溶液（Ｂ液）を入れたシリンジ（Ｈａｍｉｌｔｏ
ｎ　＃１７０２　２５ｍＬ用）に交換した後、流速０．５ｍＬ／ｍｉｎで送液を開始し、
波長２１０ｎｍにおける時間経過に伴う吸光度の変化を評価した。Ｂ液送液後の吸光度の
経時的変化の結果から、移動相組成中のＢ液濃度の経時的変化を図７に示した。また、計
算に基づくシミュレーションの結果も図７中に同時に示した。尚、ポンプにはＨａｒｖａ
ｒｄ　Ｍｏｄｅｌ　２２のシリンジポンプを、検出器にはＪＡＳＣＯ　８７０－ＣＥ　Ｕ
Ｖ検出器を、解析には島津Ｃ－Ｒ４Ａインテグレータを用い、コネクター（Ｘ）にはＪＯ
ＵＲピークティーコネクター（島津）を、コネクター（Ｙ）にはＪＯＵＲピークミキシン
グティー（島津）を用いた。
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コネクター（Ｘ）における各分岐管へのスプリット比は、１０ｃｍの管の流速：２０ｃｍ
の管の流速＝約２：１であった。したがって、分岐配管装置内の複数の分岐した管の長さ
の比で、移動相のスプリット比をコントロールできることは、明らかである。
また、図７に示すように、本システムにより、移動相中のＢ液濃度はステップグラジエン
トのパターンで変化した。更に、このステップグラジエントのパターンは、下記に示すシ
ミュレーションの式に基づく計算値に比べて多少なめらかになったもののほぼ一致した。
以上のことから、分岐配管装置を用いることにより、移動相組成の任意のステップグラジ
エント変化を制御できることは明らかである。

ただし

Ｂ（ｔ）：時間ｔ（ｍｉｎ）における移動相中のＢ液濃度（％）
ｔＤ：Ｂ液がポンプからコネクター（Ｘ）に達するまでの時間（遅れ時間）（ｍｉｎ）

２）溶媒ミキシング機能を有する分岐配管装置を配置したグラジエント高速液体クロマト
グラフィーにおいて、グラジエントパターンに及ぼす溶媒ミキシング機能を有する分岐配
管装置の効果
図６に示す分岐配管装置中、２本の流路に分岐した管が合流するコネクター（Ｙ）として
、溶媒ミキシング機能を有する図５に示すピークミキシングティー（島津）を用いた。即
ち、図５に示す溶媒ミキシング機能を有するコネクター（Ｙ）は、内部に数ｍＬのミキシ
ング容量を持ち、そこで２本の溶媒流入部の管から流入した移動相の溶媒流による混合が
行われ、さらにその混合液を溶媒流出部の手前に設置したフリットを通過させることによ
り、溶媒は十分に混合されるため、混合効率と再現性に優れた移動相溶媒混合を可能とす
るものである。この溶媒ミキシング機能を有する分岐配管装置（ＳＴＭ）を配置した低流
速グラジエント高速液体クロマトグラフィーを用いて、以下の方法により、グラジエント
パターンに及ぼす溶媒ミキシング機能を有する分岐配管装置の効果について、検討を行っ
た。
図６に示す溶媒流入部と溶媒流出部の管の間、即ち、コネクター（Ｘ）とコネクター（Ｙ
）の間を、内径が同一（１００μｍ）で長さが異なる２本の管（１０ｃｍと２０ｃｍ）に
分岐させ、且つ、図５に示すコネクター（Ｙ）に溶媒ミキシング機能を付与した分岐配管
装置を用いて、ポンプ、溶媒ミキシング機能を有する分岐配管装置、ＵＶ検出器を順にＨ
ＰＬＣ用の内径５０μｍの管で連結した。ポンプからＡ液としてＨＰＬＣ用蒸留水を流速
０．５ｍＬ／ｍｉｎで送液し、系全体をポンプから送液したＡ液で満たした後、ポンプを
一時停止し、０．１％ホルムアミドを含む１０％メタノール水溶液（Ｂ液）を入れたシリ
ンジ（Ｈａｍｉｌｔｏｎ　＃１７０２　２５ｍＬ用）に交換した後、流速０．５ｍＬ／ｍ
ｉｎで送液を開始し、波長２１０ｎｍにおける時間経過に伴う吸光度の変化を評価した。
図８に、Ｂ液送液後の吸光度の経時的変化の結果から得られた移動相組成中のＢ液濃度の
経時的変化とシミュレーション計算に基づく結果を示した。
図８に示すように、本システムにより、移動相中のＢ液濃度は、直線グラジエント（リニ
アグラジエント）もしくはリニアグラジエント類似のグラジエントのパターンで変化した
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。更に、このリニアグラジエントもしくはリニアグラジエント類似の任意のグラジエント
溶出パターンは、下記に示すシミュレーションの式に基づくシミュレーション曲線と非常
によく一致したことから、溶出曲線は、分岐配管装置によるステップグラジエント、及び
、それに連結した溶媒ミキシング装置又は溶媒ミキシング機能を有する分岐配管装置中の
コネクター（Ｙ）により生じる１チャンバーグラジエント（指数関数曲線のグラジエント
）の両者の組み合わせで制御できることは明らかである。即ち、低流速グラジエント高速
液体クロマトグラフィーにおいて、溶媒ミキシング機能を有する分岐配管装置（ＳＴＭ）
を用いることにより、移動相組成のリニアグラジエントもしくはリニアグラジエント類似
の任意のグラジエント変化を制御できることは明らかである。
（シミュレーション算出式）
シミュレーション曲線は、分岐配管装置が生み出すステップグラジエント（先述した式（
１）－（７））と溶媒ミキシング装置装置が生み出す１チャンバーグラジエント法の理論
式（Ｔ．Ｔａｋｅｕｃｈｉ，Ｄ．Ｉｓｈｉｉ，Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ．，２５３（１
９８２）４１；Ｊ．Ｅ．Ｍａｃｎａｉｒ，Ｇ．Ｊ．Ｏｐｉｔｅｃｋ，Ｊ．Ｗ．Ｊｏｒｇｅ
ｎｓｏｎ，Ｍ．Ａ．Ｍｏｓｅｌｅｙ　ＩＩＩ，Ｒａｐｉｄ　Ｃｏｍｍｕｎ．Ｍａｓｓ　Ｓ
ｐｅｃ．１１（１９９７）１２７９；Ａ．Ｄｕｃｒｅｔ，Ｎ．Ｂａｒｔｏｎｅ，Ｐ．Ａ．
Ｈａｙｎｅｓ，Ａ．Ｂｌａｎｃｈａｒｄ，Ｒ．Ａｅｙｅｒｓｏｌｄ，ＡｎａＬ．Ｂｉｏｃ
ｈｅｍ．，２６５（１９９８）１２９）から算出した。尚、１チャンバーグラジエント法
の理論式は以下のとおりである。

式（１）－（９）より、分岐配管装置に溶媒ミキシング装置を連結して配置した装置、ま
たは、複数の流路に分岐した管が合流するコネクター（Ｙ）が十分な溶媒ミキシング機能
を有する分岐配管装置を用いる場合のシミュレーションは以下の式から算出される。
Ｂ（ｔ）＝０　　　（０≦ｔ≦ｔａ）　　　（１０）
Ｂ（ｔ）＝（１－ｅ－Ｆ（ｔ－ｔＤ）／Ｖｘ）×１００×Ｆａ／Ｆ　　　（ｔａ≦ｔ≦ｔ
ｂ）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（１１）
Ｂ（ｔ）＝（１－ｅ－Ｆ（ｔ－ｔＤ）／Ｖｘ）×（１００－Ｂ（ｔｂ））（ｔｂ≦ｔ）　
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（１２）
３）低流速グラジエント高速液体クロマトグラフィーにおいて、グラジエントパターンに
及ぼす溶媒ミキシング装置を連結した分岐配管装置の効果
図２に示す低流速グラジエント高速液体クロマトグラフィーにおいて、図４に示した分岐
配管装置（ＳＴ）を組み込んで、以下の方法により、グラジエント溶出を行い、グラジエ
ント溶出パターンに及ぼす溶媒ミキシング装置（チャンバー容量１２０ｍＬ）を連結した
分岐配管装置（ＳＴ）の効果について、検討を行った。ただし、分岐配管装置の効果を評
価しやすくする為に、図２に示す低流速グラジエント高速液体クロマトグラフィー中、成
分濃縮用カラム（Ｍ）及び分離カラム（Ｃ）は装着しない状態でグラジエント溶出の評価
を行った。
尚、図４に示す分岐配管装置は、コネクター（Ｘ）とコネクター（Ｙ）に４方コネクター
を使用し、送液ポンプ（Ｐ）により送られる移動相をコネクター（Ｘ）で３本の流路に分
岐させた後、再びコネクター（Ｙ）で合流させる構造を有し、さらに、分岐管の途中にコ
ネクター（Ｃ）、（Ｄ）を配置してその前後で内径の異なる管を連結させた装置である。
図４に示す分岐配管装置（ＳＴ）中の分岐した各々の管の内径及び長さは、以下のとおり
である。
コネクター（Ｘ）とコネクター（Ｃ）を連結する管：内径０．１ｍｍＸ長さ１００ｍｍ
コネクター（Ｘ）とコネクター（Ｙ）を連結する管：内径０．１ｍｍＸ長さ１００ｍｍ
コネクター（Ｘ）とコネクター（Ｄ）を連結する管：内径０．１ｍｍＸ長さ１００ｍｍ
コネクター（Ｙ）とコネクター（Ｃ）を連結する管：内径０．８ｍｍＸ長さ５０ｍｍ
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コネクター（Ｙ）とコネクター（Ｄ）を連結する管：内径０．８ｍｍＸ長さ１００ｍｍ
最初にＡ液としてＨＰＬＣ用蒸留水をポンプ（Ｐ１）から流速２０ｍＬ／ｍｉｎで送出し
、インジェクター（Ｉ）、切替えバルブ（Ｖ）、溶媒ミキシング装置（ＭＣ）、図４に示
す分岐配管装置（ＳＴ）の順に系全体をＨＰＬＣ用蒸留水で満たした。次に、バルブ（Ｖ
）を切替えて、Ｂ液として３％アセトン水溶液をポンプ（Ｐ２）から流速２０ｍＬ／ｍｉ
ｎで送出して、図４に示す分岐配管装置（ＳＴ）、溶媒ミキシング装置（ＭＣ）の順に通
過させ、検出器（Ｄ）で波長２５４ｎｍにおける時間経過に伴う吸光度の変化を評価した
。図９に、Ｂ液送液後の吸光度の経時的変化の結果から得られた移動相組成中のＢ液濃度
の経時的変化を示した。尚、対照として、図２に示す低流速グラジエント高速液体クロマ
トグラフィーにおいて、▲１▼溶媒ミキシング装置（ＭＣ）を装着しない（分岐配管装置
（ＳＴ）は装着する）場合、及び、▲２▼分岐配管装置（ＳＴ）を装着しない（溶媒ミキ
シング装置（ＭＣ）は装着する）場合の評価も同様に行った。
また、Ｂ液として０．３％アセトン水溶液を送液ポンプ（Ｐ２）から流速２０ｍＬ／ｍｉ
ｎで送出した時に、図４に示した分岐配管装置のコネクター（Ｙ）において単位時間中に
各分岐管から流入する液の重量を計り、その重量比を基にして、コネクター（Ｘ）から３
本の分岐管に分割される流量比（スプリット比）の算出を行った。
図４に示した分岐配管装置内において、コネクター（Ｘ）で３本に分岐した管の中の移動
相の各々の流速は、移動相がコネクター（Ｘ）を通過後に、当初の溶媒流入部における流
速が各々ほぼ１：１：１の比に分割された。したがって、分岐配管装置内の複数の分岐し
た管の長さ及び／又は内径との比で、移動相のスプリット比をコントロールできることは
、明らかである。
また、図２に示す低流速グラジエント高速液体クロマトグラフィーにおいては、図９に示
すように、▲１▼溶媒ミキシング装置（ＭＣ）を装着しない（分岐配管装置（ＳＴ）は装
着する）場合には、ステップグラジエントになり、▲２▼分岐配管装置（ＳＴ）を装着し
ない（溶媒ミキシング装置（ＭＣ）は装着する）場合には、１チャンバーグラジエント即
ち指数関数グラジエントになるのに対して、分岐配管装置（ＳＴ）と溶媒ミキシング装置
（ＭＣ）を連結した場合には、リニアグラジエントもしくはリニアグラジエント類似のグ
ラジエントが得られた。
以上のことから、低流速グラジエント高速液体クロマトグラフィーにおいて、分岐配管装
置（ＳＴ）に溶媒ミキシング装置（ＭＣ）を連結させることにより、移動相組成のリニア
グラジエントもしくはリニアグラジエント類似の任意のグラジエント変化を制御できるこ
とは明らかである。
【図面の簡単な説明】
図１は、溶媒流入部、２本以上の複数の管に分岐している分岐配管部及び溶媒流出部から
から構成され、溶媒流入部の管と２本以上の複数の管に分岐している分岐配管部の管の間
、分岐配管部の管と溶媒流出部の管の間を、各々、コネクター（Ｘ）、コネクター（Ｙ）
を介して連結してなる分岐配管装置の模式図である。
図２は、分岐配管装置（ＳＴ）及びそれに連結した溶媒ミキシング装置（ＭＣ）を配置し
たグラジエント高速液体クロマトグラフィーの模式図である。
図３は、溶媒ミキシング機能を有する分岐配管装置（ＳＴＭ）を配置したグラジエント高
速液体クロマトグラフィーの模式図である。
図４は、溶媒流入部、３本の管に分岐している分岐配管部及び溶媒流出部から構成され、
さらに、分岐管の途中にコネクター（Ｃ）、（Ｄ）を配置してその前後で内径の異なる管
を連結させた分岐配管装置の模式図である。
図５は、溶媒ミキシング機能を有するピークミキシングティー（島津）の内部構造である
。
図６は、溶媒流入部と溶媒流出部の管の間の分岐配管部が、分岐した長さが異なる２本の
管からなる分岐配管装置の模式図である。
図７は、分岐配管装置を配置した低流速グラジエント高速液体クロマトグラフィーにおけ
るグラジエント溶出曲線（移動相組成中のＢ液濃度の経時的変化曲線）である。
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図８は、溶媒ミキシング機能を有する分岐配管装置を配置した低流速グラジエント高速液
体クロマトグラフィーにおけるグラジエント溶出曲線（移動相組成中のＢ液濃度の経時的
変化曲線）である。
図９は、▲３▼分岐配管装置（ＳＴ）に溶媒ミキシング装置（ＭＣ）を連結して配置した
低流速グラジエント高速液体クロマトグラフィーにおけるグラジエント溶出曲線（移動相
組成中のＢ液濃度の経時的変化曲線）である。対照は、▲１▼溶媒ミキシング装置（ＭＣ
）を装着しない（分岐配管装置（ＳＴ）は装着する）場合、及び、▲２▼分岐配管装置（
ＳＴ）を装着しない（溶媒ミキシング装置（ＭＣ）は装着する）場合の低流速グラジエン
ト高速液体クロマトグラフィーにおけるグラジエント溶出曲線（移動相組成中のＢ液濃度
の経時的変化曲線）である。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】
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【図７】

【図８】

【図９】



(13) JP 4043718 B2 2008.2.6

10

フロントページの続き

(72)発明者  石濱　泰
            茨城県北相馬郡守谷町美園５丁目５０－３－７
(72)発明者  真野　成康
            宮城県仙台市泉区南中山３－２６－１２
(72)発明者  浅川　直樹
            茨城県つくば市並木３－２６－１３

    審査官  竹中　靖典

(56)参考文献  特開平０９－３２５１３９（ＪＰ，Ａ）
              特開平０５－３０２９１６（ＪＰ，Ａ）
              実開昭６２－０９５７２７（ＪＰ，Ｕ）

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              G01N  30/20


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	overflow

