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トリアゾール結合型HPLC カラム
親水性相互作用クロマトグラフィーは比較的新しい分離機構であり、まだ使用例が多くありません。そこで弊社
ではコスモシールHILlC カラムを身近に使っていただくために、分析例をご用意しました。分析したい化合物は
もちろんのこと、類似化合物の分離条件の参考としてご利用ください。
新しい分析例は随時追加しWebで公開しております。“COSMOSIL アプリケーション ”で検索してください。
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親水性相互作用クロマトグラフィーについて

親水性相互作用クロマトグラフィー（Hydrophilic Interaction Chromatography=HILIC）は、順相クロマトグラフィーの一種で
す。逆相クロマトグラフィーとは逆に、カラムに注入されたサンプルは、親水性の低い（疎水性の高い）化合物から溶出します。

分離モード 親水性相互作用クロマトグラフィー 逆相クロマトグラフィー
固定相 親水性基（もしくはシリカゲル） C18 などの疎水性基

移動相 CH3CN などの有機溶媒  /  H2O

保持のメカニズム 親水性相互作用 疎水性相互作用

分離対象の化合物 親水性化合物 親水性~疎水性化合物

特長
・親水性化合物に最適

・LC-MS に適する

・汎用性が高い

・高分離能

・分析例（アプリケーション）が豊富

● 親水性相互作用クロマトグラフィーと逆相クロマトグラフィーの比較

C18 カラムで保持のない親水性化合物を分析する場合、イオンペア試薬を使用することが多いですが、コスモシールHILIC で
はイオンペア試薬を使用せずに分離が可能となります。イオンペア試薬の問題点であるカラムの平衡に時間がかかる、カラム
の劣化が早い、移動相の調製が手間であるなどが解決できます。
また、イオンペア試薬を使わず、揮発性の高い有機溶媒含量が高い移動相を使用することから LC-MS 分析にも適した分離機
構です。

NACALAI TESQUE, INC

Column:           
Column size:    4.6mmI.D.-250mm
Mobile phase:  (HILIC) Acetonitrile/10mmol/l Ammonium Acetate = 60/40

(C18-PAQ)  20mmol/l Phosphate buffer(pH2.5)
-(Ion pair)5mmol/l Sodium 1-Octanesulfonate

Flow rate:         1.0 ml/min 
Temperature:    30°C
Detection:         UV210nm

Sample:            1; Glycine (5.0mg/ml)
2; Glycylglycine (0.125mg/ml)

Inj.Vol 2.0 l

HILIC

5C18-PAQ

(

5C18-PAQ
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親水性相互作用による分離

コスモシールHILIC は固定相のトリアゾールの効果による親水性相互作用（水素結合による）と陰イオン交換能の２つの相互
作用によって化合物を分離します。２つの相互作用は移動相によって使い分けることが出来ます。

陰イオン性に差がない化合物の分離

分析条件
カ ラ ム　 COSMOSIL HILIC  
                   4.6mmI.D. -250mm

流    速  1.0ml/min
温    度  30℃
検    出  UV 245nm

サンプル    1. Isoascorbic Acid 〔Erythorbic Acid〕 (0.5mg/ml)   
                        2. Ascorbic Acid (0.5mg/ml)
注  入  量　　2.0μl 

移動相：
Acetonitrile:10 mmol/l CH3COONH4=50:50

移動相：
Acetonitrile:100 mmol/l CH3COONH4=50:50

移動相：
Acetonitrile:100 mmol/l CH3COONH4=80:20

陰イオン交換能(大)

親水性相互作用(小)
＋

陰イオン交換能(小)

親水性相互作用(大)
＋

陰イオン交換能(小)

親水性相互作用(小)
＋

塩濃度を高めて
陰イオン交換能を抑制

有機濃度を高めて
親水性相互作用を増加
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LC-MS を用いたメラミンの分析例

イオンペア試薬を含まない移動相条件で使用できますので、LC-MS にも適用可能です。

TIC
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上記 LC-MS/MS データはお客様よりご提供いただきました。

応用例
C18 カラムと組み合わせてお使いいただくことにより分離の幅が広がります。
C18 との併用利用

カラムサイズ  4.6mmI.D. -250mm
移 動 相  5C18-AR-Ⅱ   A:10%Acetonitrile/0.1%TFA = 10/90
                                         B:10%Acetonitrile/0.1%TFA = 30/70
　　　　　　　　　  B　0→100％ 20min linear gradient
                 HILIC  Acetonitrile/10mmol/l Phosphate Buffer(pH7)= 70/30
流    速  1.0ml/min
温    度  30℃
検    出  UV 220nm
サンプル   1.Angiotensin Ⅱ, 〔Sar1,Thr8〕(0.5μg)
                2.Angiotensin Ⅱ, 〔Sar1,Ala8〕(0.5μg)
               3.Angiotensin Ⅱ,   Des-Asp1-〔Ile8〕(0.5μg)
               4.Angiotensin Ⅱ, 〔Asn1,Val5〕(0.5μg)
               5.Angiotensin Ⅱ, 〔Sar1,Ile8〕(0.5μg)
               6.Angiotensin Ⅱ, 〔Val5〕(0.5μg)
               7.Angiotensin Ⅱ  (Human)(0.5μg)

分析条件
5C18-AR-Ⅱによる分離

0 50 10 2015 (min)
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ピークNo.3～6を HILICで分離

3

5 6
4

価格表
COSMOSIL HILIC Packed Column

サイズ
内径×長さ（mm） 製品番号 価格

1.0×150 07869-11 70,000
1.0×250 07870-71 82,000
2.0× 30 08568-21 45,000
2.0× 50 07052-91 45,000
2.0×100 08569-11 50,000
2.0×150 07054-71 60,000
2.0×250 07489-91 72,000
3.0×150 07871-61 50,000
3.0×250 07872-51 63,000

サイズ
内径×長さ（mm） 製品番号 価格

4.6×150 07056-51 50,000
4.6×150 3ロットセット 09385-23 150,000
4.6×250 07057-41 63,000
10×250 07059-21 150,000
20×250 07060-81 350,000
28×250 07875-21 ご照会

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　

COSMOSIL HILIC Guard Column
サイズ

内径×長さ（mm） 製品番号 価格

2.0×10 07569-41 45,000
4.6×10 07055-61 25,000
10×20 07058-31 53,000
20×20 07854-91 115,000
20×50 07873-41 145,000
28×50 07874-31 ご照会

各種カラムサイズを揃えていますので、詳しくはご照会ください。
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移動相の選択について

コスモシール HILIC カラムは、親水性相互作用（おもに水素結合による）と陰イオン交換能によって、保持と分離を行います。
下記をご覧いただき、適切な移動相条件を選択ください。

（１）有機溶媒の種類と濃度の効果
・一般には、アセトニトリル／水系の移動相を使用します。
・アセトニトリル濃度を高くすると保持は大きくなり、低くすると保持は小さくなります。（図 1）
・アセトニトリル濃度は 0～ 95％（通常 50 ～ 95%）の範囲でご使用ください。
・メタノール／水系は保持が小さくなります。（図２）
・有機溶媒および水は必ず高速液体クロマトグラフ用をご使用ください。
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図 1. アセトニトリル濃度と保持との関係 図 2. アセトニトリルとメタノールの保持力の違い
Column; COSMOSIL HILIC
Mobile phase; Acetonitrile/ 10mmol/l CH3COONH4   

Column; COSMOSIL HILIC
Mobile phase; Organic solvent/ 10mmol/l CH3COONH4 = 90/10 

（２）pHの効果
・移動相の pHは 2～ 7.5 の範囲でご使用ください。
・中性付近の pHで使用すると保持は大きくなります。（図３）
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図 3. pH と保持との関係
Column; COSMOSIL HILIC
Mobile phase; Acetonitrile / 10mmol/l buff er = 90/10

（３）緩衝液の種類と濃度の効果
・解離性の試料を分析する場合には、移動相に塩や緩衝液を添加する必要があります。
・HILIC では高濃度のアセトニトリルを移動相としますが、アセトニトリルは塩に対する溶解性が低いので注意が必要です。
　逆相クロマトグラフィーで汎用されるりん酸塩は溶解性が低いためにHILIC で使用される場合は注意してください。
　もし、使用される場合には、アセトニトリル濃度を 70%以下にしてください。また、ご使用前に移動相に塩が析出していないか、
　必ず確認してください。
・緩衝液の種類としては、高濃度のアセトニトリル中でも溶解性の高い、酢酸アンモニウムやぎ酸アンモニウムを推奨します。
・緩衝液の濃度は、5～ 100mmol/l の範囲でご使用ください。また、アセトニトリルと混合後、塩の析出がないか確認してください。
・塩濃度を高くすると、イオン交換能が抑制され、保持が小さくなります。（図４）
・移動相に緩衝液を使用する場合には、使用前に必ず 0.45 μ m以下のフィルターでろ過してください。
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0 25 50 75 100 図 4. 塩濃度と保持との関係
Column; COSMOSIL HILIC
Mobile phase; Acetonitrile / CH3COONH4 = 50/50

（４）移動相選択フロー
ここでは、化合物の特性から、第一選択の移動相を提示致します。保持時間の増減は主にアセトニトリル濃度で調整してくだ
さい。

・中性化合物  → Acetonitrile / Water = 90/10
・塩基性化合物　 → Acetonitrile / 10mmol/l CH3COONH4 = 90/10
・両性化合物  → Acetonitrile / 10mmol/l CH3COONH4 = 70/30
・酸性化合物  → Acetonitrile / 10mmol/l CH3COONH4 = 50/50

↓溶出しない場合
 Acetonitrile / 10mmol/l Phosphate Buff er(pH7.0)= 50/50

（５）分離機能の使い分け
コスモシール HILIC カラムは、２つの分離機能（親水性相互作用と陰イオン交換）によって、保持と分離を行います。移動相
を選択することにより、分離機能を使い分けることができます。
陰イオン交換能は塩濃度によって調整できます。塩濃度を上げることにより陰イオン交換能を抑制することが可能です。一方、
親水性相互作用は、アセトニトリル濃度によって調整できます。アセトニトリル濃度を上げることにより親水性相互作用を強
めることができます。
下図では、酸性化合物であるアスコルビン酸とイソアスコルビン酸の分離について示しています。（４）の項で推奨している
移動相（Acetonitrile / 10mmol/l CH3COONH4 = 50/50）では、陰イオン交換能が強く働き保持が生じていますが、２つの化合
物間での陰イオン性の差が少ないため、分離が不十分です。そのため、塩濃度を高めて陰イオン交換能を抑え、さらに親水性
相互作用を強めるためにアセトニトリル濃度を上げました。その結果、親水性相互作用によって十分な分離が達成できました。

親水性相互作用による分離
 

50%Acetonitrile/
10mM CH3COONH4

50%Acetonitrile/
100mM CH3COONH4

80%Acetonitrile/
100mM CH3COONH4

塩濃度を高めて陰イオン交換能を抑制

Column COSMOSIL HILIC
Column size 4.6mmI.D.-250mm
Flow rate 1.0ml/min
Temperature 30℃
Detection UV245nm
Sample 1; Isoascorbic Acid (0.5mg/ml)

2; Ascorbic Acid (0.5mg/ml)
Inj.Vol 2.0 μ l

（６）テーリング時の対処法
ピークがテーリングする場合には、下記の移動相を試してください。ピーク形状が改善する場合があります。
・移動相に 5mmol/l の EDTA を添加する。
・くえん酸緩衝液にする。〔例 10mmol/l Citrate buff er(pH7.0)〕
下記では 5mmol/l EDTA を添加した例を示します。

80%Acetonitrile/
10mM CH3COONH4

80%Acetonitrile/
10mM CH3COONH4+5mmol/l EDTA

図５. ピーク形状の改善
Column COSMOSIL HILIC(4.6mmI.D.-250mm)
Flow rate 1.0ml/min
Temperature 30℃
Detection UV254nm
Sample Tryptophan(1ng)

（７）カラムの洗浄
ベースラインが乱れる場合には、50%アセトニトリルを約 30 分間送液して洗浄してください。
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■HILIC 情報抜粋
提供者名 近畿大学薬学総合研究所 食品薬学研究室　森川 敏生 准教授 
カラムサイズ 4.6 × 250，20 × 250 
サンプル名 天然由来化合物（配糖体成分）
内容 今まで C18 カラムで分離が出来なかったアシル基の結合位置の異なる配糖体成分がコスモシールHILIC を

使用することにより完全分離する事が出来た。 

提供者名 大学 薬学部 研究者様
カラムサイズ 4.6 × 250、10 × 250 
サンプル名 糖の結合する位置が異なるフラボノイド C配糖体の分離 
内容 結合する位置が異なるフラボノイド C配糖体の分離を試みたとき、ODS はだめでゲル濾過カラム等では

やはり分子量も同じなので分離はできなかったのですが、コスモシール HILIC を使ったら一発でした。
（条件：98％ CH3CN） 

提供者名 食品メーカー 研究者様
カラムサイズ 2.0 × 150 
サンプル名 脂質、糖質、ステロイド類、脂溶性ビタミンなど 
内容 コスモシールHILICは他社のカラムと比べ、分離が良く使いやすい。MS用のカラムとして十分利用できる。 

提供者名 大学 薬学部 研究者様 
カラムサイズ 4.6 × 250 
サンプル名 微生物 Pseudomonas 属が分泌する細胞外代謝産物 
内容 非常に親水性が高い化合物であるため C18 カラムによる分析が不可能でした。コスモシールHILIC を用い

ることで、再現性のある分析が行うことができました。

提供者名 公的研究機関 研究者
カラムサイズ 2.0 × 50、4.6 × 250、10 × 250 
サンプル名 化粧品など 
内容 コスモシール HILIC を使用することで既報の方法ではうまく HPLC 分離できなかった成分を分離できる

ようになりました。さらには、試料中で生じていた分解物を分取精製し、構造決定にまで至るなど、非
常に重宝しています。今後の課題として、耐久性の向上に期待しています。 

“ こんなに役立った情報 ”提供依頼
今回ご紹介しましたようなコスモシール使用者様の声を “こんなに役立った情報 ”として充実・共有化することで、皆様の
研究にお役に立ちたいと考えています。
今後、“ こんなに役立った情報 ”を充実させることで、使用者様の声が共有化できるコミュニティーサイトのオープンを検
討したいと考えていますので、是非とも、使用者様の “こんなに役立った情報 ”をお寄せください。

（投稿アドレス）
弊社Webに投稿ページを準備していますので、是非、投稿を宜しくお願い申し上げます。
http://www.nacalai.co.jp/update/cosmosil.html

コスモシール使用者様の声  
" こんなに役立った情報 "

ナカライテスクでは、C18 カラムの分離で困った時のカラムとしてコスモシール高機能カラム Cholester、π NAP、
HILIC、PYE、PBB-R を紹介しています。　
今回、コスモシールを使用されているお客様からいただきました “こんなに役立った情報 ”から HILIC についての
お客様の声をご紹介します。( 研究者の皆様のご所属等の情報は、データご提供時の情報に基づいています。)

HILIC 抜粋
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アシル基の結合位置の異なるサポニン成分の分析および分取
COSMOSIL HILIC

Technical Note
データご提供：近畿大学　薬学総合研究所　食品薬学研究室　森川 敏生　准教授

クロマトグラフィーで汎用されている C18 カラムは、疎水性に差がないような糖置換体や糖の結合位置が異なる化合物に対し
て分離が不十分な場合があります。このような化合物の中で親水性基に差があるような化合物に対して親水性相互作用を有す
るコスモシールHILIC を用いることにより分離が改善する場合があります。
今回、アシル基の結合位置が異なる配糖体の分析データをご提供いただきましたのでご紹介いたします。

(1) 緒論
キク科 (Asteraceae) 植物デイジー (Bellis perennis) は西ヨーロッパ原産の多年生草本で、その花期が長いことから和名をヒナギ
ク（雛菊）、チョウメイギク（長命菊）およびエンメイギク（延命菊）などと称されます。日本ではおもに園芸品種として親
しまれていますが、西欧諸国においては、古くからその開花時の全草や根部を打撲傷、出血、筋肉痛および皮膚病やリウマチ
の治療に用いられているとともに、その若葉や蕾、花弁などをサラダに加えて生食するなど、食用としても供されています。
また、デイジーの花部であるデイジーフラワーはハーブティーなどにも利用され、高度に酸化されたアグリコン部（非糖部）
を有するビスデスモシド型トリテルペンサポニン類が含有成分として報告されています。とりわけ、アシル基の有無や種類、
あるいは結合位置の違いなど、その化学構造が微妙に異なるサポニン類が多数報告されています。

(2) アシル基の結合位置の異なるサポニン成分の分析
一般的に親水性相互作用クロマトグラフィー用カラムは、疎水性が非常に小さく C18 カラムで保持が小さいような化合物に対
して有効なカラムとなります。 C18 カラムで十分保持があるアシル基の結合位置の異なる化合物に対して C18 カラムおよびコ
スモシールHILIC を用いて分析を行いました。

perennisaponin J (1)　 perennisaponin K (2)

結果、疎水性が類似しているため C18 カラムで分離できませんでしたが、コスモシールHILIC を用いることによりアシル基の
結合位置のみが異なるサポニン（perennisaponin J および K）の分離について、極めて良好な分離ができました。

(3) コスモシールHILIC による分取精製
内径 20mmの分取カラムを用いて、それぞれのサポニンを精製しました。

結果、コスモシール HILIC においてセミ分取サイズのカラムにおいても再現し、それぞれのサポニンが単離することができま
した。

(4) 考察
C18 カラムで分離できなかったアシル基の結合位置のみが異なるサポニン（perennisaponin J および K）の分離について、コ
スモシールHILIC を用いて検討したところ極めて良好な分離ができました。この良好な分離はセミ分取サイズのカラムにおい
ても再現し、それぞれのサポニンが単離することができ、NMRなどによる構造解析および各種フィジカルデータ測定に必要
なサンプル量を確保することができました。

(5) 参考文献
T.Morikawa et.al Acylated Oleanane-Type Triterpene Bisdesmosides: Perennisaponins G, H, I, J, K, L,and M with Pancreatic 
Lipase Inhibitory Activity from the Flowers of Bellis perennis. Helv. Chim. Acta 93 573-586 (2010).
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