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Nexera  UFPLCによる分取精製業務の自動化
—オンライントラップカラムによる目的化合物の高濃度分取—

 目的化合物を含む画分を、繰り返しトラップカラムへ導入することで、高濃度で目的化合物を回収できます。
 目的化合物を有機溶媒リッチな状態で回収できるため、分取後の乾燥・粉末化工程を短縮可能です。
 ピーク形状に依存せず、目的化合物を高濃度で回収できます。

藤崎 真一

超高速分取トラップ精製システム

はじめに

Nexera UFPLCの概要

分取LCは、混合物からの目的化合物の精製や天然物中の
有効成分の探索、あるいは、不純物や未知化合物の構造解
析等の用途で、医薬・食品・化学といった幅広い分野で使
用されています。Application News No. 01-00937-JPでは、
分析分取LC-MSシステムにより、分析スケールでの分離条
件検討、スケールアップおよび分取、純度/回収率確認と
いった一連の分取ワークフローの効率化についてご紹介し
ました。一方で、目的化合物は移動相で希釈された状態で
回収されるため、分取後の粉末化工程に時間がかかること
が課題とな ります。 超高速 分取トラップ 精製シス テム
Nexera UFPLC*1)（図1） は、分取に加え、濃縮、精製等の
分取に関わる工程を自動化する機能を有した独自のシステ
ムです。本稿では、Nexera UFPLCにより、オンライント
ラップカラム上で目的化合物を濃縮し、有機溶媒中に高濃
度で回収した事例をご紹介します。これにより、分取後の
乾燥、粉末化工程の労力の大幅な削減が期待できます。

Nexera UFPLCは分取LCにトラップカラムを組み合わせ、
分取に加え、濃縮、精製等の工程を自動化するシステムで
す。以下に各工程の詳細を示します。

(1)  分取LCにより混合物中の目的化合物を分離し、
トラップカラムへ導入（分取・濃縮）

(2) トラップカラムへ任意の溶媒を通液し、対イオンや
不揮発性塩を除去（精製）

(3) トラップカラムへ有機溶媒を通液し、目的化合物を
回収（溶出）

各工程の概略図を図2に、また、Nexera UFPLCの簡易的な
流路図を図3に示します。

図 1 超高速分取トラップ精製システム Nexera  UFPLC

*1 UFPLC：Ultra Fast Preparative and Purification Liquid Chromatograph 

図 2 Nexera UFPLCによる分取・濃縮・精製・溶出の流れ
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図 3 Nexera UFPLCの簡易流路図
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Nexera UFPLC専用ソフトウェア
Purification Solution
Nexera UFPLC は 、 専 用 の ソ フ ト ウ ェ ア Purification 

Solution（図4）を用いて制御します。分取時のクロマトグ
ラム、分画ピークが導入されたトラップカラム、精製後の
溶出クロマトグラムが一画面上に表示されるため、目的化
合物の回収挙動を一目で確認することができます。

分取クロマトグラム
分画ピークを色付き表示

トラップカラム
分画ピークと同じ色で表示

溶出クロマトグラム
分画ピークと同じ色で表示

フラクションコレクター
回収された試験管の位置を表示

図 4 Purification Solution 画面
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Nexera UFPLCによる分取精製業務の自動化
7種混合標準品の分取クロマトグラムおよび流路図（分

取 ・ 濃 縮 時 ） を 図 5 に 示 し ま す 。 分 取 カ ラ ム に よ り
Hydrocortisoneが分離され、トラップカラムへ導入（図中
流路図：赤色）されていることが分かります。この際、目
的化合物をトラップカラムへ適切に保持させて濃縮するた
めに、希釈用ポンプより超純水を同時に送液（図中流路
図：青色）し、分取用移動相の溶出力を低減しています。
Nexera UFPLCは、分取流路をスプリットし、メイクアップ
ポンプを用いてカラム溶出液の一部をMS（LCMS -2050）
に導入する流路（図中流路図：緑色）を有するため、分取
時には、UV信号だけでなく、MS信号もトリガーとして用い
ることが可能です。また、トラップカラムからの溶出クロ
マトグラムおよび流路図（溶出時）を図6に示します。溶出
用ポンプから、アセトニトリルを送液（図中流路図：緑
色 ） す る こ と で 、 ト ラ ッ プ カ ラ ム に 濃 縮 さ れ た
Hydrocortisoneが、有機溶媒リッチな状態で回収されます。
さらに、Nexera UFPLCは、繰り返し注入により、目的化合
物 を 連 続 し て ト ラ ッ プ カ ラ ム に 導 入 で き ま す 。 図 7 に
Hydrocortisoneを3回繰り返しトラップカラムに導入し、そ
の後溶出させた際に得られたクロマトグラムを示します。
繰り返し注入の活用により、より高濃度で目的化合物を回
収できます。

図 5 7種混合標準品に対する分取クロマトグラム（上）
      Nexera UFPLCの流路図（分取・濃縮時）（下）

                           *クロマトグラム中の青い領域がトラップカラム導入画分

以降では、医薬品の7種混合標準品をモデル化合物とし、
Nexera UFPLCにて、目的化合物（Hydrocortisone）の分取、
濃縮、有機溶媒中への高濃度での回収を自動化した事例を
ご紹介します。

分析条件
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図 6 トラップカラムからの溶出クロマトグラム（上）
                         Nexera UFPLCの流路図（溶出時）（下）
                              *クロマトグラムグラム中の青い領域が回収領域

図 7 トラップカラムからの溶出クロマトグラム
*3回繰り返し注入後に溶出

                                   *クロマトグラム中の青い領域が回収領域
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表 1 分析条件

System  : Nexera UFPLC
Mobile Phase : Pump A : 0.1% formic acid in water
  : Pump B : Acetonitrile 
Column  : Shim-pack Scepter C18-120  
    (150 mm × 20 mm I.D., 5 µm)*1

Trap Column : Shim-pack UFPLC 20×30  
    (30 mm × 20 mm I.D., 20-30 µm)*2

Sample  : (A) Hydrocortisone, (B) Salicylic acid,
    (C) Metoclopramide, (D) Lidocaine, 
    (E) Furosemide, (F) Papaverine, (G) Quinidine
Sample Concentration : 10 mg/mL (Hydrocortisone),
  1 mg/mL (others)
Sample Solvent : Water/Acetonitrile = 1:1
Injection Volume : 1 mL

LC Conditions 
Time Program : B Conc. 15%(0 min)→45%(20 min)
                                      →15%(20.01-25 min) 
Column Temp. : Ambient
Flow rate (Prep) : 20 mL/min
Flow rate (Dilution) : 80 mL/min (Water)
Flow rate (Makeup) : 1.5 mL/min (Methanol)
Flow rate (Elution) : 9 mL/min (Acetonitrile)
Sample loop size : 2 mL
Syringe size : 5 mL
Detection (Prep) : 245 nm (SPD-M40, high pressure preparative cell)
Detection (Elution) : 245 nm (SPD-40, high pressure preparative cell)

MS conditions
Ionization  : ESI/APCI (DUIS),  positive
Mode  : SCAN (m/z 100–500), SIM
Nebulizing Gas Flow : 2.0 L/min（N2）
Drying Gas Flow : 5.0 L/min（N2）
Heating Gas Flow : 7.0 L/min（N2）
DL Temp.  : 200 ℃
Desolvation Temp. : 100 ℃
Interface Voltage : 3.0 kV

*1 P/N : 227-31102-03、*2 P/N : 228-80220-41

分 析 条 件 を 表 1 に 示 し ま す 。 分 取 対 象 試 料 の
Hydrocortisoneを10 mg/mL、その他の化合物を1 mg/mLに
て調製し、トラップカラムでの濃縮およびアセトニトリル
での回収を自動化しました。



Application 
News

純度/回収率の確認
Nexera UFPLCにて回収したHydrocortisoneを分析流路に

注入した際に得られたクロマトグラム（分析条件：表3）お
よび、回収したHydrocortisoneと同じ濃度になるように調
製した混合標準品（回収率算出時のリファレンス用）のク
ロマトグラムを図10に示します。また、純度および回収率
を表4に示します。純度および回収率について、良好な結果
を得ることができました。

分取後の工程として、回収した画分の乾燥や粉末化が必
要な場合、従来の逆相分取LCでは、目的化合物が移動相中
の水で希釈された状態で回収されるため、多大な時間を要
します。一方で、Nexera UFPLCでは、目的化合物を有機溶
媒中に高濃度で回収できるため、分取後の工程の労力を大
幅に削減できます。表2に、Hydrocortisoneを分取対象試料
とした際の、分取LCとNexera UFPLCの回収画分の比較を示
します。また、分取LCとNexera UFPLCのクロマトグラムの
比較を図8、9に示します。分取LCでは、分画時間が1分
（流量：20 mL/min）であり、回収画分の濃度は500 mg/L
でした。一方で、Nexera UFPLCは、分画時間が3分（流
量：9 mL/min）であり、回収画分の濃度は1111 mg/Lとな
り、約2.2倍の濃度でHydrocortisoneを回収できました。さ
らに、分取LCの回収画分の溶媒が36%アセトニトリル水で
あることに対して、Nexera UFPLCは、100%アセトニトリ
ル中に回収できました。
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図 8 分取LCによるHydrocortisoneの回収画分
*図中青線はポンプのタイムプログラム

         *クロマトグラム中の青い領域が回収領域

図 9 Nexera UFPLCによるHydrocortisoneの回収画分
*3回繰り返し注入後に溶出

                           *クロマトグラム中の青い領域が回収領域
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表 2 分取LC とNexera UFPLCの回収画分の比較
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表 3 分析条件

System  : Nexera X3
Mobile Phase : Pump A : 0.1% formic acid in water
  : Pump B : Acetonitrile 
Column  : Shim-pack Scepter C18-120  
    (150 mm × 4.6 mm I.D., 5 µm)*1

Injection Volume : 5 µL
Time Program : B Conc. 15%(0 min)→45%(20 min)
                                      →15%(20.01-25 min) 
Column Temp. : Ambient
Flow rate  : 1 mL/min
Detection (PDA) : 245 nm (SPD-M40, STD cell)
*1 P/N : 227-31020-05

0 10 20 min

AU

Hydrocortisone
(B) chromatogram of STD（7mix）for the reference to calculate recovery rate
(A) re-injected chromatogram

0

1.0

0 min
0

2.0

V

10 20

UV chromatogram (Elution from Trap Column after 1 injection)

Papaverine

Papaverine load：1 mg
Flow rate：9 mL/min1 min

図 11 分取LCによるPapaverineの回収画分
*図中青線はポンプのタイムプログラム

                      *クロマトグラム中の青い領域が回収領域

図 12 Nexera UFPLCによるPapaverineの回収画分
          *クロマトグラム中の青い領域が回収領域
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表 5 分取LC とNexera UFPLCの回収画分の比較
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ピーク形状に依らず高濃度での回収を実現
目 的化 合物 を高 濃度 で回収す るに は、 ピー ク形状 を

シャープに保ち、分画時間をできるだけ短くすることが重
要です。一方で、近傍不純物との分離を優先するために、
あえて目的化合物のピーク幅が大きくなる移動相・カラム
条件を選択する場合もあります。また、負荷量を増やすこ
とに伴って、ピークのテーリングが生じることもあります。
この場合、分取LCでは分画時間が長くなり、回収画分の濃
度低下が懸念されますが、Nexera UFPLCでは、トラップカ
ラムで濃縮後に回収するため、目的化合物のピーク形状に
依存せず、高濃度での回収が可能となります。表5に、7種
混合標準品中のPapaverineを分取対象試料とした際の、分
取LCとNexera UFPLCの回収画分の比較を示します。また、
分取LCとNexera UFPLCのクロマトグラムの比較を図11、12
に 示 し ま す 。 分 取LCで は 、分 画 時 間 が3 分 （ 流 量： 20 
mL/min）であり、回収画分の濃度は17 mg/Lでした。一方
で、Nexera UFPLCは、Papaverineがトラップカラムで濃縮
されることで分画時間が1分（流量：9 mL/min）となり、
約6.5倍の濃度（111 mg/L）でPapaverineを回収できました。

図 10 Hydrocortisoneの再注入クロマトグラム（A）
混合標準品のクロマトグラム（B）

表 4 回収したHydrocortisoneの純度および回収率

Hydrocortisone

純度(面積%) 回収率(%)

100.0 100.7

(B)

(A) 
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まとめ
従来の逆相分取LCでは、目的化合物が移動相中の水で希

釈された状態で回収されるため、分取後の粉末化工程に時
間がかかることが課題となります。Nexera UFPLCは、ト
ラップカラムを活用することで、目的化合物の濃縮および
有機溶媒での回収を自動化します。また、サンプルを繰り
返し注入し、目的化合物を同一のトラップカラムに導入す
ることで、より高濃度での回収も可能です。これにより、
分取後の乾燥、粉末化工程の労力の大幅な削減に貢献しま
す。
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