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超臨界流体クロマトグラフィーによる分離
選択性の多様化とメソッド開発
- LCとSFCの組み合わせによる最適分離条件探索の効率化-
藤崎 真一

LC分析法開発支援ソフトウェア
超臨界流体クロマトグラフ / 高速液体クロマトグラフ

 LCとSFCでは分離特性が異なるため、LCで分離が困難な化合物もSFCでは分離できる可能性があります。
 1台のシステムでLCとSFCの両手法を併用できます。
 移動相およびカラム切換バルブを活用することで、LabSolutions  MDにより移動相とカラムのスクリーニングを自動化

できます。

はじめに
超臨界流体クロマトグラフィー（Supercritical Fluid 

Chromatography：SFC）は、主たる移動相として超臨界二
酸化炭素を用いる分離手法です。超臨界二酸化炭素は、そ
の大きな拡 散係数と 低粘度 により、液体 クロマト グラ
フィー（LC）に比べて低いカラム背圧で高流量送液が可能
であり、分析時間の短縮が期待できます。また、構造類似
化合物の分離に優れる特長も有しています。一方、超臨界
二酸化炭素はヘキサンと同程度の極性を持ち、単独では溶
出力が不足する際は、移動相に有機溶媒（モディファイ
ア）を添加して極性を調整する手法が一般的に用いられま
す。モディファイアとしてはメタノール、アセトニトリル、
2-プロパノール、エタノール等が利用可能であり、これら
を組み合わせることで分析対象化合物とカラム固定相との
相互作用を制御し、多様な分離パターンを得ることができ
ます。このように、SFCとLCは分離特性が異なるため、LC
で分離が困難な化合物もSFCでの分離が期待できます。その
ため、メソッド開発において両手法を併用することで、最
適分離条件の探索を効率化できます。一方、いずれの手法
においても、カラムおよび移動相の選択は保持挙動に大き
く影響します。そのため、最適な分離を得るためには複数
種類のカラムと移動相にわたって検討することが理想的で
すが、これには多大な労力と時間がかかることが課題です。
本稿では、1台のシステムでLCとSFCを切り換えて実施でき

 LC/SFC切換システムの特長
Nexera UC/sは、1台のシステムでLC分析とSFC分析の両

立を可能にします（流路図：図1）。標準的なLCシステムに、
超臨界二酸化炭素送液ポンプと背圧制御弁ユニットを追加
したシステム構成であり、 送液ポンプと背圧制御弁の
ON/OFFを切り換えることで、両手法を併用できます。有機
溶媒送液ポンプ、オートサンプラー、カラムオーブンおよ
び検出器は、両分析において共有できるため、省スペース
と導入コストの抑制を実現可能です。また、既存LCシステ
ムからのアップグレードも可能です。さらに、PDA（フォ
トダイオードアレイ）検出器に加え、シングル四重極質量
分析計LCMSTM-2050を併用することで、得られた質量情報
を、既知化合物の同定や未知不純物の推定に活用できます。
本システムをLabSolutions MDにより制御することで、最大
12本のカラムと7種類の有機溶媒（モディファイア）を自動
切換でき、LCとSFCの両手法において網羅的な条件検討が
可能となるため、メソッド開発におけるスクリーニングの
大幅な省力化が実現できます。

図 1 LC/SFC切換システム（Nexera UC/s）
（緑：SFC流路、青：LC流路、オレンジ：LC、SFC共用流路）

るNexeraTM UC/s（LC/SFC切換システム）と、分析法開発支
援ソフトウェアLabSolutions MDを活用し、カラムおよび移
動相スクリーニングを通して最適分離条件探索を効率化し
た事例をご紹介します。また、モデルサンプルとしては、
低分子医薬品6種の混合試料を用いました。
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カラムと移動相のスクリーニング
スクリーニング（分析条件：表1、分析対象化合物：表

2）において、SFC分析におけるカラムと移動相の最適な組
み合わせの検討事例をご紹介します。対象カラムとしては、
固定相の異なる3種を検討しました。また、モディファイア
としては、メタノール中のアセトニトリル比率が0、50、
100%の3種を検討しました。これらカラムと移動相の計9
（3×3）条件で網羅的な分析スケジュールを作成し、最適
な組み合わせを探索しました。LabSolutions MDは、移動相
やカラム等の各種パラメーターを組み合わせた多様な条件
で、ミスなく分析スケジュールの自動生成（図2の(1)～(5)
のステップ）が可能です。また、カラム切換バルブを用い
ることで、対象カラム（図1の(2)）を自動で切換可能です。
さらに、モディファイア組成の変更は、移動相ブレンディ
ング機能を用いて自動調製にて実施しました。使用する移
動相をクリックして選択する（図1の(1)）だけで、選択され
た有機溶媒組成にて移動相が自動調製されるため、手動で
の調製作業の負担を大幅に削減するだけでなく、調製ミス
も防げます。LC分析とSFC分析の切換は、LabSolutions MD
にて自動生成された分析スケジュールを実行するだけで自
動で実施されます。指定した切換用メソッド（図3）により
自動で流路置換されるため、切換時の手動での流路変更は
不要で、前分析の影響なく、両手法での分析を連続で実施
できます。

表 1 スクリーニング条件

*1 P/N：227-32501-03 、*2 P/N：227-32602-09
*3 P/N：227-32608-24 

表 2 分析対象化合物

Name Monoisotopic mass *

(A) Antipyrine 188

(B) Probenecid 285

(C) Naproxen 230

(D) Hydrocortisone 362

(E) Clozapine 326

(F) Indomethacin 357

* rounded to the nearest unit mass
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Time program (%B)
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BPR pressure
BPR Temp.

:
:
:
:

:
:
:

:

:
:
:
:
:
:
:
:
:

Nexera UC/s (SFC) 
Shim-pack  UC-Poly BT *1

Shim-pack UC-PBr *2

Shim-pack UC-ODS *3

(150 mm × 3.0 mm I.D., 3.0 µm)
30 ℃
5 µL (100 mg/L)
Methanol

CO2

Methanol
Acetonitrile
100 mmol/L ammonium formate in methanol
Water
1 mL/min
5% (0 min) →70% (5 - 7 min)→5% (7.01-12 min) 
254 nm (SPD-M40、high-pressure flow cell)
10 MPa
50 ℃

System : LCMS-2050
Ionization : ESI/APCI (DUIS )、 positive and negative mode
Mode : SCAN (m/z 100-1000)
Nebulizing gas : 2.0 L/min (N2)
Drying gas : 5.0 L/min (N2)
Heating gas : 7.0 L/min (N2)
DL temp. : 200 ℃
Desolvation temp. : 450 ℃
Interface Voltage
Make-up pump
             Mobile phase    
             Flow rate

:

:
:

+3.0 kV / -2.0 kV

Methanol
0.1 mL/min

図 2 分析スケジュール作成画面

(2) カラムを選択

(1) 有機溶媒（モディファイア）を選択

(3) 試料情報を入力

(4) グラジエント条件、ポンプ
流量、オーブン温度等を入力

(5) 分析スケジュール作成

図 3 LC/SFC切換時のメソッド指定画面

カラムと移動相のスクリーニング結果
カラムと移動相のスクリーニング結果を、図4に示します。

カラムおよびモディファイアの混合比率を変更することで、
各化合物の保持やピーク形状が大きく変わることが確認で
きました。

図 4 カラムと移動相のスクリーニング結果

(8) UC-PBr_ACN 100%
(7) UC-PolyBT_ACN 100%
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(5) UC-PBr_MeOH_ACN 50%_50%
(4) UC-PolyBT_MeOH_ACN 50%_50%
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スクリーニング結果から最適条件を迅速に
探索
スクリーニングでは検討した条件の数だけクロマトグラ

ムが得られるため、どの条件で目的の分離が得られている
かを評価する必要がありま すが、これはクロマトグラ
フィーに対する知見と、多大な労力を要する作業です。
LabSolutions MDは、各条件における分離の状態を以下の式
1を用いて定量的に評価し順位付けできるため、分析者の勘
や経験に依存せず、誰でも素早く簡単に最適条件を探索で
きます。

評価値はピーク検出数（P）と分離度（Rs）の総和の積に
より算出されます。カラムと移動相のスクリーニングで得
られた評価値を高い順に表示した結果を図5に示します。ま
た、評価値が最も高かったクロマトグラムを図6に示します。

（評価値） = P ×(Rs1 + Rs2 + … + RsP-1) ・・・（式1）

図 5 各条件の評価値による順位付け

最も評価値が高い条件は、カラムがUC-PBr、モディファ
イアがメタノール100%でした。clozapineのピーク（図6中
(E)）にはテーリングの傾向が見られたため、引き続き、
SFCで最も評価値が高かった条件に対して、モディファイア
に添加剤を加えることで、分離およびピーク形状の改善を
試みました。

(A) Antipyrine、(B) Probenecid、(C) Naproxen
(D) Hydrocortisone、(E) Clozapine、(F) Indomethacin

図 6  SFC分析における最も評価値が高いクロマトグラム

SFC

添加剤による分離およびピーク形状の改善
最も評価値が高かった条件（カラム：UC-PBr、モディ

ファイア：メタノール100%）をベースに、メタノールにぎ
酸アンモニウム（20 mmol/L）を添加した溶液に対して、
水を添加（0、2、4%：3条件）し、各化合物の分離に与え
る影響を確認しました。得られたクロマトグラムを図7に示
します。モディファイアにぎ酸アンモニウムを添加するこ
とで、clozapine（図7中(E)）のピーク形状がシャープにな
りました（図7中(2)のクロマトグラム）。また、水の添加比
率 を 高 く す る こ と で 、 clozapine （ 図 7 中 (E) ） と
indomethacin（図7中(F)）の分離が改善し、添加比率が4%
において最も良好な分離が得られました（図7中(4)のクロマ
トグラム）。

(4) UC-PBr_20 mM AF in MeOH 96%_Water 4%
(3) UC-PBr_20 mM AF in MeOH 98%_Water 2%
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図 7 モディファイア組成を変化させた際のクロマトグラム

(A) Antipyrine、(B) Probenecid、(C) Naproxen
(D) Hydrocortisone、(E) Clozapine、(F) Indomethacin

モディファイア組成の最適化後のSFCのクロマトグラムを
図8（上）に示します。また、比較用としてLC流路にて取得
したクロマトグラム（水系移動相：0.1%ぎ酸水、有機系移
動相：メタノール）を図8（下）に示します。LCMS-2050に
より取得した質量情報（図中m/z）により、LCとSFCでは各
化合物の溶出順序が大きく異なることが分かりました。質
量情報により、溶出順序が異なる場合においても容易に同
定が可能です。SFCでは、モディファイアにぎ酸アンモニウ
ムおよび水を添加することで、全ての化合物に対して良好
な分離およびピーク形状を達成することができました。ま
た、LCと比較して、各化合物の溶出順序が大きく異なって
おり（図中青点線）、LCで分離が困難な化合物に対しても
SFCでの分離の可能性が示唆されました。

図 8 モディファイア組成最適化後のクロマトグラム比較
SFC（上）、LC（下）

(A) Antipyrine、(B) Probenecid、(C) Naproxen
(D) Hydrocortisone、(E) Clozapine、(F) Indomethacin
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まとめ
SFCとLCは分離特性が異なるため、これらを併用してメ

ソッド開発をすることで、最適分離条件の探索を効率化で
きることをご紹介しました。Nexera UC/s（LC/SFC切換シス
テム）により、1台のシステムでLC分析とSFC分析を自動で
切り換えて実施できます。また、シングル四重極質量分析
計LCMS-2050を活用することで、質量情報に基づいた既知
化合物の同定や未知不純物の推定が可能となります。さら
に、LabSolutions MDとの組み合わせにより、最大12本のカ
ラムと、7種類のモディファイアを自動切換することで、LC
とSFCの両手法において網羅的な条件検討の自動化が可能と
なり、大幅な省力化を実現します。本稿では、カラムと移
動相のスクリーニングを対象に、LCとSFCの両手法を活用
したメソッド開発の効率化についてご紹介しましたが、SFC
分析においては、グラジエント条件、カラムオーブン温度、
背圧制御弁の設定圧力も分離選択性に寄与するため、これ
らパラメーターの最適化も重要です。SFCを用いたメソッド
開発の一連のワークフローの効率化の詳細については、ア
プリケーションニュース「01-01057」をご参照ください。

https://www.an.shimadzu.co.jp/sites/an.shimadzu.co.jp/files/pim/pim_document_file/an_jp/applications/application_note/25993/an_01-01057-jp.pdf
https://www.an.shimadzu.co.jp/sites/an.shimadzu.co.jp/files/pim/pim_document_file/an_jp/applications/application_note/25993/an_01-01057-jp.pdf
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