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１）ろ過

サンプルをろ過することにより微粒子、沈殿物、コロイド粒子などを除去します。カラムへの汚染を最小限にとど
めるため、カラムの寿命を延ばすことができます。また、安定的なデータが取得できます。以下に弊社でよく使用
される 2 種類の前処理フィルターについて紹介します。

項目 シリンジフィルター 遠心式フィルターユニツト
使用法 シリンジに装着 遠心分離機を利用

種類 主にPTFE（ポリテトラフルオロエチレン）水系 / 溶媒系、PVDF（ポリフッ化ビニリデン）水系 / 溶媒系、 PES（ポリ
エーテルスルホン）水系、 ナイロン 水系 / 溶媒系。その他各メーカーにより多種あり。

孔径 主に0.2 µm、0.45 µm。その他各メーカーにより多種あり。
別途必要 シリンジ・ろ液回収瓶 遠心分離機

弊社製品
製品名 コスモナイスフィルター コスモスピンフィルター

製品形状

種類 PTFE（W・水系）、PTFE（S・溶媒系） H-PTFE（水系 / 溶媒系）
孔径 0.45 µm 0.2 µm・0.45 µm

●コスモナイスフィルター
使用方法：
① シリンジなどでサンプル溶液を吸引します。
② シリンジにコスモナイスフィルターを装着します。
③ シリンジのプランジャーを押し、サンプルをろ過します。
　 ※ 不溶物が多い場合、プランジャーを押すには強い力が必要です。
④ ろ液を HPLC サンプルとします。

●コスモスピンフィルター
製品構成：・サンプルバイアル
　　　　　・サンプルリザーバー

使用方法：
① サンプルリザーバーをサンプルバイアルにセットします。
② シリンジなどでサンプル溶液をサンプルリザーバーに入れます。
③ キャップをした後、遠心分離します。
④ 不純物が除かれて、ろ液がサンプルバイアルにたまります。
⑤ ろ液を HPLC サンプルとします。

サンプルに分析妨害物質が含まれる場合やサンプル濃度が低い場合には、適当な前処理を施してから HPLC 分析を
行う必要があります。前処理を行うことによって、夾雑物の除去による分析信頼性の向上、カラムの保護、感度の
向上などが期待できます。前処理にはサンプルごとに適した方法があるため、個々に検討する必要があります。こ
こでは、一般的な前処理法について紹介します。

引く

サンプルバイアル サンプルリザーバー

不純物
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2）除タンパク（タンパク質変性沈殿法）

血液中の薬物を分析する場合などはサンプル中にタ
ンパク質が共存することが多く、そのまま HPLC 分
析を行うとタンパク質がカラムに吸着しカラムの劣
化を早めることになります。このため、サンプル中
に共存するタンパク質を除くことが必要になります。

① 血液などのサンプル

タンパク質

② エタノール・メタノールなどの沈殿剤*をサンプルの0.2 ～ 4倍量加えます。

血液などのサンプル

③ 攪拌します。

④  15分、冷所静置します。 

タンパク質が析出します。

⑤ 15分、1,700 x g で遠心分離します。    

⑥ シリンジで有機溶媒層を回収します。

タンパク質が沈殿します。

⑦ HPLCサンプルとします。

＊目的物質がよく溶ける溶剤を選びます。
　溶解の最適pHになるように調整します。
　代表的な沈殿剤はほかに以下のものがあ
　ります。
　有機溶媒：アセトン、アセトニトリル
　酸：トリクロロ酢酸、過塩素酸

3）限外ろ過

限外ろ過は、限外ろ過膜の細孔径よりも大きな分子
と、小さな分子を分離する方法です。血清や血漿な
どの高濃度タンパク質溶液からの除タンパクや、尿
などの希薄タンパク質溶液からのタンパク質の濃縮、
または脱塩などに利用されます。

①血漿などのサンプルをリザーバーに入れます。

③ろ過膜を通過した溶液をあるいは、  回収した濃縮タン
　パク溶液をHPLCサンプルとします。    

②キャップをして遠心分離します。*（タンパク質はろ過膜上に残ります。）

＊詳細条件はメーカーの情報に従ってください。

アミコンウルトラ（メルク株式会社）
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4）溶媒抽出法

疎水性の高い薬物に適用される方法で、サンプルに緩衝液を加えて適当な pH に調整し、エ一テル・クロロホルム
などの有機溶媒で目的物質を抽出します。この方法は濃縮が容易なため感度を高めることが可能ですが、目的物質
がタンパク質と結合している場合には抽出できないことがあります。

①血液などのサンプル

②目的物質が最も溶ける液性にして溶かします。

サンプル

③攪拌します。

⑤攪拌します。

⑦攪拌します。

④サンプルの数倍量の有機溶媒（クロロホルム・エーテル・酢酸エチルなど）と、
塩化ナトリウムなどで飽和させます。（塩析＊1）

塩基性化合物の場合 酸性化合物の場合 中性化合物の場合

中性化合物は、塩基性、酸性水溶液では水層
に残ります。また、有機溶媒に可溶な中性化合
物は有機溶媒層にも分配します。このため中
性化合物は、溶媒抽出だけでは完全に回収す
ることは困難です。別途検討する必要がありま
す。

HClなどで
酸性にします。

アンモニア・NaOHなど
でアルカリ性にします。

サンプル水溶液
塩化ナトリウム

有機溶媒層

有機溶媒層＊2

硫酸ナトリウム（無水）

⑥有機溶媒層を別のチューブに取り＊2、硫酸ナトリウム（無水）を加えて脱水します。  

有機溶媒中の水は硫酸ナトリウム水和物となり固化します。

＊1 目的化合物が有機溶媒層に移りやすくするために行
　　います。

＊2 有機溶媒層は上澄液とは限りません。
　2層の液層の比重により決まります。

＊3 コスモナイスフィルターの使用方法については、
　　「1）ろ過 コスモナイスフィルター」p. 26を参照ください。

⑧有機溶媒層に目的物質が抽出されるのでシリンジなどで吸い取ります。

⑨シリンジにコスモナイスフィルター＊3 を装着し、⑧で吸い取った液をろ過します。

⑩HPLCサンプルとします。
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5）イオン交換

溶媒抽出では乳化したりして水層と有機溶媒層の分離が行えない場合などには、イオン交換樹脂（イオン交換体）
を用いた前処理が有効です。ただし樹脂の交換容量とサンプル濃度の関係ならびに樹脂の吸着性などの問題をあら
かじめ予備実験で確認しておくことが必要になります。例えば、目的化合物が負に強く電荷している場合 DEAE セ
ルロース樹脂などの陰イオン交換樹脂に強く吸着します。このため、結合力の弱い他の夾雑物を洗い流した後、緩
衝液の塩濃度を上げる、または pH を調整して溶出させることで目的化合物を回収できます。

② 1 mLマイクロピペット用チップの先にグラスウールを詰め、垂直になるよう固定し、
カラムとします。詰めるグラスウールは突いて抜けないことを確認してください。

パスツールピペットでグラスウールを詰めます。

カラムが垂直になるようにクランプなどで固定します。

＊ゲルは膨潤すると体積が数倍になるので、分け取ると
　きには多すぎないようにします。

①ゲル担体を適当量ガラス瓶に分け取り*、純水または Tris-EDTA（TE）緩衝液に懸濁して膨潤させます。

塩基性化合物の回収 酸性化合物の回収

陽イオン交換樹脂 陰イオン交換樹脂適応ゲル

樹脂が乾燥することがないよう液が流れきる前に、
次の TE 緩衝液を加えます。

③懸濁したゲルを約 100 µL つめます。
カラムを 300 µL の TE 緩衝液で3 回洗浄します。

④サンプルをカラムに乗せ、樹脂にしみこませます。

この時、ろ液を回収し、再度カラムに乗せます。
この操作を 2 回繰り返します。

⑦溶液を中和します。

⑧中和した液を HPLCサンプルとします。

⑥塩基性化合物を回収する場合
　溶出液にアルカリ溶液を加えます。
　（液性をアルカリ性にします）

⑥’ 酸性化合物を回収する場合
　   溶出液に酸性溶液を加えます。
　  （液性を酸性にします）

⑤カラムを 300 µL の TE 緩衝液で 3 回洗浄します。
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6）固相抽出

固相抽出とは、成分の固相への吸着（保持）と脱着を利用し、混合サンプルから目的物質を選択的に精製、濃縮を行
う方法です。主として固相（充填剤）を充填したカートリッジカラムを利用します。また、夾雑物をカートリッジに
吸着させて、目的物質のみを溶出させる方法もあります。

①コンディショニング
（目的物質を吸着させる溶媒でカートリッジを洗浄します。）

②サンプルを添加します。

★   夾雑物
◆   目的物質

③カートリッジを洗浄し夾雑物だけを洗い流します。

④目的物質を溶出させます。

⑤HPLCサンプルとします。
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