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分析スケール分取精製システムの高機能化
‐ 384 ウェルプレートへの直接分取 ‐

要旨
分取 LC は、複雑な混合物から目的成分を単離精製するための欠かせない手段です。一般的な分取 
LC では、内径 20 mm 以上の分取用カラムを使用し、移動相流速も数十 mL/min 以上を送液可能
なシステムを使用します。一方で試料量が制限される場合や、分析目的で HPLC または UHPLC の分
離を維持しつつ分取を行いたい場合は、分析スケールで条件を最適化する必要があります。本アプリ
ケーションノートでは、分析スケール HPLC システムにフラクションコレクタを接続したシステムを用い、
捕集容器にはフラクション容量の小さい 384 ウェルプレートを使用し、その適合性を検証しました。
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測定システム

Agilent 1260 Infinity II LC システム
G7111B クォータナリポンプ
G7129A バイアルサンプラ 
（カラムコンパートメント内蔵）
G7115A ダイオードアレイ検出器
G1364F 分析スケールフラクションコレクタ 
（0.15 mm インナーチューブ使用, p/n G1364-68601）
Agilent OpenLab 2.8 ソフトウエア

試料調製

384 ウェルプレートへのフラクション性能を確認するための試料として、
3 種類の色素を含む Agilent Delay and Checkout Calibrant（p/n：
5190-8223）を使用しました。LC 分析前にこの溶液をメタノールで 2 倍
希釈しました。

分析条件

分析条件を表 1 に示しました。HPLC カラムは内径 3.0 mm、長さ 
100 mm の Agilent Pursuit XRs 3 C18 カラムを用いました。フラクショ
ンの捕集容器として 384 ウェルプレートを使用しました。

表 1. 分析条件

カラム
Pursuit XRs 3 C18 内径 3 mm x 長さ 100 mm 
（Agilent p/n A6001100X030）

移動相 A：0.1 % ギ酸水溶液　B：アセトニトリル

移動相流量 0.5 mL/min

グラジエント 表 2 参照

カラム温度 40 ℃

注入量 3 µL

検出波長 410 nm

捕集容器
384 ウェルプレート
（Agilent p/n 5043-9315）

表 2. グラジエント条件

時間 / min %B

0 12

6 95

10 95

結果

ディレイボリュームキャリブレーション
分取精製のスケールに関わらず、検出器とフラクションコレクタ間のディ
レイボリュームを正確に把握することは、高回収率の分取を実現する上で
極めて重要です。アジレントのすべてのフラクションコレクタにはディレイ
センサ（図 1）が内蔵されており、オートサンプラから注入した色素サン
プルをピークとして検出することができます。

図 1. 分析スケールフラクションコレクタとディレイセンサ（右下）

図 2. ディレイボリュームキャリブレーションの概念図

図 2 にはディレイボリュームキャリブレーションの概念図を示します。カラ
ムなしの状態でオートサンプラから注入されたキャリブレーションサンプル 
（色素サンプル）を UV 検出器およびフラクションコレクタでピークとして
検出することができます。これにより正確なディレイタイムを実測すること
が可能になります。図 3 には、本システムでのディレイボリュームキャリ
ブレーションの結果を示しました。検出器とフラクションコレクタ間の時
間差を実測し、その結果からディレイボリュームを自動算出します。また、
正確なディレイボリュームを知ることができるのみでなく、フラクションコ
レクタでの試料バンドの拡散の程度をあらかじめ視覚的に確認すること
も可能になります。
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図 3. ディレイボリュームキャリブレーション結果 
（上：UV 検出器　下：フラクションコレクタ）

384 ウェルプレートへのフラクション
ディレイキャリブレーションでも使用した 3 種類の色素混合サンプルを表 1 
の条件で分析しました。得られたクロマトグラムを図 4 に示しましたが、
検討した分析条件下で 3 種類の色素は良好に分離できました。これを
ピークトリガー条件（スレッショルドのみ、214 mAU 以上、最大ピーク
採取時間 20 秒）で、384 プレートへのフラクションを行い、その結果も
図 4 に示しました。

図 4. Agilent Delay and Checkout Calibrant（3 種色素混合溶液）の  
UV クロマトグラムと分取結果

図 5. Agilent Delay and Checkout Calibrant（3 種色素混合溶液）の 
連続 5 回分析の 384 プレートへのフラクション

図 5 には実際に Agilent Delay and Checkout Calibrant（3 種色素混合
溶液）の連続 5 回分析を行った際に各成分を分取した 384 プレートの
写真を示しました（計 15 フラクション）。非常に小さいウェル容量ながら
（今回の場合 180 µL）、正確に各ウェルにフラクションされていたことが
分かりました。



まとめ

分析スケールフラクションコレクタを接続した Agilent 1260 Infinity II 
LC システムにおいて、捕集容器としての 384 ウェルプレートの適合性を
確認しました。3 種の色素混合溶液を用いて検証した結果、分析スケー
ルの流量域で 384 ウェルプレートが使用可能であることが分かりました。
今回のような比較的低流速領域において、一般的なバイアルや 96 ウェル
プレートに加え、捕集容器の選択肢の幅をさらに広げられることが確認
できました。
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