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公表論文 

 

公表主論文 

本学位論文の基礎となる主要部分の内容を、以下の学術誌に公表している。 

 

1) Hirose K., Nakamura T., Nishioka R., Ueshige T., Tobe Y.  Preparation and evaluation of 

novel chiral stationary phases covalently bound with chiral pseudo-18-crown-6 ethers. 

Tetrahedron Lett., 44, 1549-1551 (2003) 

2) Nishioka R., Harada S.  Enantiomeric separation of chiral amines and amino alcohols using 

acetylated β-cyclodextrin stationary phase by high-performance liquid chromatography. 

Chromatography, 37, 65-71 (2016) 

3) Nishioka R., Harada S., Umehara K.  Enantiomeric separation of chiral alcohols using novel 

core-shell type chiral stationary phase coated with helical poly(diphenylacetylene) derivative 

by high-performance liquid chromatography.  Chromatography, 40, 169-173 (2019) 

4) 西岡亮太.  HPLC による 1-アリールエチルアミン類の鏡像異性体分離におけるキラル

固定相の性能比較.  LC と LC/MS の知恵, 1, 41-49 (2020) 

 

 

注）本学位論文中、著作権者から転載許可を得て、公表主論文 2)、3)、4)の図表等のデー

タを転載して作成した部分があり、本文中に出典を明記している。 
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略語・用語・表記等の説明 

 

1．略語    

 以下の略語は、表題及び本文中で説明なしで使用した。 

 

略語 略語の意味 

HPLC High Performance Liquid Chromatography 高速液体クロマトグラフィー 

GC Gas Chromatography ガスクロマトグラフィー 

LC/MS Liquid Chromatography/Mass Spectrometry 液体クロマトグラフと質量分析

計を接続した分析方法 

ODS octadecyl silyl n-オクタデシルシリル基を共有結

合させたシリカゲル 

 

2．用語    

 以下の用語は、表題及び本文中で以下の意味で使用した。 

 

用語 用語の意味 

化学結合形固定相： 担体とリガンドを共有結合した固定相 

注）「化学結合」には共有結合以外も含まれるが、HPLC 分野

では一般に「共有結合形」の意味で用いられる用語であり、JIS

分析化学用語（クロマトグラフィー部門）でも、「化学結合形

シリカゲル」が同様の意味で使用されている 1)。 

 

逆相系移動相  ： 

順相系移動相  ： 

水及び極性有機溶媒を主体とする移動相 

n-ヘキサン等の非極性有機溶媒を主体とする移動相 

注）JIS において、順相は固定相よりも極性の高い移動相、逆

相は極性の高い移動相を用いる分配液体クロマトグラフィー

と定義されている 1)。キラル固定相は、分離メカニズムが複雑

で分配クロマトグラフィーにおける「逆相、順相」には厳密

に当てはまらない場合があるが、HPLC 分野で慣用的に用いら

れる用語であるため、本学位論文中ては上記の意味で用いた。 

 

スペーサー   ： 担体とリガンドを共有結合した部分（の構造） 

注）主に、アフィニティクロマトグラフィーの分野で用いら

れるが、キラル固定相においても、上記の意味で用いた。 
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3．構造式の表記 

試料の構造式を記載する場合、不斉炭素を不斉源とするキラル化合物（ラセミ体）は、

不斉炭素を「*」で示した。またキラルセレクター等の光学活性なキラル化合物の一部は、

「破線－くさび形表記」を用いて構造式を示した。 

 

4．キラル固定相の番号 

新規に開発したキラル固定相（Chiral Stationary phase）は、「CSP-1」、「CSP-2」、・・・の

様に通し番号を付した。またそれらの性能を比較するために既存のキラル固定相を用いた

場合、比較用のキラル固定相（Chiral stationary phase for performance comparison）には

「CSP-1C」、「CSP-2C」・・・の様に番号を付した。 

 

5．移動相の表記 

日本分析化学会・液体クロマトグラフィー研究懇談会の指針に従い、各測定モードにお

ける「強溶媒/弱溶媒/添加物」の順に記載した。 

例：逆相系移動相の場合 methanol/20 mmol/L phosphate buffer (pH 3.0) (40/60, v/v) 

  順相系移動相の場合 ethanol/n-hexane/trifluoroacetic acid (30/70/0.5, v/v/v) 

 

6．図表 

英文表記とした。 
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第一章  序 論 

 

第一節 本研究の背景 

 

医薬、農薬、香料、食品、液晶等の様々な分野において、キラル化合物の重要性が広く

認識され、キラル化合物の分離分析法は必要且つ不可欠な技術となっている 2),3)。とりわ

け医薬分野では、今日開発されている合成低分子系医薬品の約 70 %がキラリティをもつ化

合物である事から光学活性医薬品が注目されている 4)。鏡像異性体は、薬理活性の点では

全く別の化合物と言っても過言ではない。そのため、医薬品の研究開発においては、鏡像

異性体比の正確な分析法の開発が重要な課題である。 

医薬分野でキラリティと生理活性の関連が注目される様になったのは、サイドマイド薬

害の影響が大きい 5)。サリドマイドは 1950 年代に催眠薬として発売されたが、胎児に悲惨

な奇形を誘発した事から重大な社会問題となり発売中止になった薬剤である。サリドマイ

ドには、(R)体と(S)体の鏡像異性体（Fig. 1-1）が存在するが、当初市販されていた薬剤は

ラセミ体であった。 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-1 Structure of thalidomide 

 

Blaschke らは、独自に開発したキラル分離剤を用いてサリドマイドを光学分割し、催奇

形性を示すのは(S)体のみで(R)体は全く催奇形性を示さないと報告した 6)。この事から、当

時、光学活性な(R)体のみを医薬品として使用していればサリドマイド薬害は防ぐ事ができ

たと推察され、ラセミ医薬品の使用に警鐘を鳴らすきっかけとなった。しかしその後、サ

リドマイドは溶液中や生体内で急速にラセミ化が進行する事から、(R)体だけの製剤を投与

したとしても薬害を防げなかったという報告がなされ 7),8)、所謂「サリドマイドパラドッ

クス」という問題が提起された。この問題の解明のため、サリドマイドの催奇形性と光学

活性に関して、現在まで様々な研究報告がなされている 5)。サイドマイドの薬害事件は、

鏡像異性体と生理活性の関連や生体内におけるキラルコンバージョンという問題を認識す

る契機となった。これらの研究過程で、キラル化合物の分離分析技術、特にクロマトグラ

(R)-thalidomade (S)-thalidomade 

(teratogenicity) 
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フィーによるキラル分析の先駆けとなるテクノロジーが、重要な役割を果たしてきた事は

言うまでもない。 

鏡像異性体の分離分析技術の中でも、高速液体クロマトグラフィー（HPLC）は特に重

要な技術と位置付けられている。日本産業規格 JIS：0214（分析化学用語 クロマトグラ

フィー部門）において、キラル分離とは「鏡像異性体の光学分割を目的としたクロマトグ

ラフィーによる分離」と定義され 1)、キラル分離には、キラル固定相法とキラル移動相法

の直接法及びキラル誘導体化法の間接法がある 1)。間接光学分割は、キラル誘導体化によ

って目的光学対掌体をジアステレオマーとした後、カラム分離する手法であるが、直接法

は、キラル固定相あるいはキラル移動相を用いて誘導体化せずに光学分割する方法である。

そのうち、キラル固定相（Chiral Stationary Phase : CSP）を用いる直接法は精度が高く迅速

な分析法として、キラル分離の中で現在最も汎用されている方法である。 

キラル固定相は、キラル識別能を有する化合物（キラルセレクター）を、担体のシリカ

ゲル等に担持又は化学（共有）結合させたものである。これまでに様々なタイプのキラル

固定相が報告され実用化されてきた 9)。汎用されている代表的なキラル固定相を Table 1-1

に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

キラル固定相はキラルセレクターの種類によって、大きく低分子系と高分子系に分類で

きる。低分子系の主なキラル固定相として、代表例は、パークル形（Pirkle type）、配位子

交換形（Ligand exchange type）、ホストゲスト形（Host-guest type）及びグリコペプチド形

（Glycopeptide type）が挙げられる。Pirkle らは 3,5-ジニトロベンゾイルフェニルグリシン

をキラルセレクターとするキラル固定相を報告したが 10)、これは水素結合や電荷移動等の

ジアステレオメリックな相互作用に基づいてキラル識別が達成されると考えられている。

このキラルセレクターの化学構造を変化させた固定相が多数報告されていて 11)-16)、これら

を総称してパークル形キラル固定相と呼ぶ。配位子交換形キラル固定相は、キラルな配位

Table 1-1  Commonly used chiral stationary phases (CSP) 
 

Type of CSP Typical chiral selector References 

Low molecular weight CSP  

Pirkle type 

 

3,5-dinitrobenzoylphenylglycine 

 

10) - 16) 

Ligand exchange type copper complex of amino acid 17) - 19) 

Host-guest type cyclodextrin, crown ether 20) - 29) 

Glycopeptide type 

High molecular weight CSP 

teicoplanin, vancomycin 30), 31) 

Polysaccharide type cellulose or amylose derivative 32) - 39) 

Protein type α1-acid glycoprotein 40), 41) 
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子をキラルセレクターとして、ジアステレオメリックな錯体形成を分離メカニズムとして

いる。このタイプは、アミノ酸や乳酸等の直接キラル分離に特に有用である。キラル配位

子として、プロリンの銅錯体 17),18) やペニシラミン誘導体の銅錯体 19) 等が報告されている。

ホストゲスト形キラル固定相は、キラルなホストゲスト相互作用に基づいてキラル分離を

行うもので、キラルセレクターとして、シクロデキストリン誘導体 20)-25) やキラルなクラ

ウンエーテル誘導体 26)-29) が知られている。また、グリコペプチド形はバンコマイシン 30),31) 

等の大環状グリコペプチド系抗生物質をキラルセレクターとするキラル固定相である。こ

のタイプは、水素結合やホストゲスト等の複数の相互作用が分離メカニズムに関与してい

ると考えられている。 

高分子系の主なキラル固定相には、多糖類やタンパク質が用いられている。多糖形は、

セルロースやアミロース等の多糖類誘導体をキラルセレクターとするキラル固定相である

32)-39)。糖の水酸基の化学修飾の違いにより、数多くの固定相が報告されている。このタイ

プは汎用性が高く、分離できるキラル化合物が多いため、現在、キラル固定相の主流とな

っている。また、タンパク形キラル固定相として、α1-酸性糖タンパク 40) やオボムコイド

41) を用いる固定相が報告されている。 

この様に、キラル固定相の技術進歩は目覚ましく、多くの固定相が市販され医薬品を始

め様々な分野の研究に活用されている 42)。しかし、高度化とともに効率性が要求される産

業界の研究ニーズに必ずしも応えられている訳ではない。その理由は以下の通りである。 

 

1.  現在までに開発されている多くのキラル固定相を使用しても直接分離が困難なキラル

化合物が残されている。 

2. キラル固定相は分離対象とする試料の化学構造に対する特異性が高い。これだけ多様

なキラル固定相が用いられている事実は、言い換えると、万能のキラル固定相は存在せ

ず 1 種類だけで多くのキラル化合物が分離できる訳ではない事を示している。そのため、

キラル分離メソッドの開発では、多くのキラル固定相の中から対象化合物に応じた最適

のものを選択する必要がある。 

3. 移動相が一般カラムとは異なる事が多く、また移動相組成に制約がかかる場合もある

ので、分離メソッドの開発に時間を要する。 

4. 従来のキラル固定相は順相系移動相を使用する事が多く、逆相系移動相では分離が困

難な場合が多かった。そのため、医薬分析で汎用され、環境負荷の低い逆相系移動相で

のキラル分離が望まれている。 

 

このような背景から筆者は、新規キラル固定相の開発とそのエナンチオ分離特性を明ら

かにするための研究に長年従事してきた。 
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第二節 本研究の目的と論文構成 

 

本研究では、前節で述べた従来のキラル固定相の問題点の克服を目指して、以下の点を

主要な目的とした。 

 

1. 既に知られているキラルセレクターの化学構造を変化させた新規キラル固定相を設計

して適用化合物を拡大する。 

2. 医薬中間体や生理活性物質であるキラルアミンやアミノアルコール化合物はキラル分

離ニーズが高いので、これらの化合物の分離対象を広げ逆相系移動相でキラル分離を達

成する。 

3. 開発したキラル固定相のエナンチオ分離特性を明らかにし、キラル分離メソッドの開

発の指標となる基礎データを提供する。 

 

第二章では、パークル形キラル固定相を例として、化学結合形キラル固定相を設計する

上で重要となるキラルセレクターと担体を結合するスペーサーの構造が、エナンチオ分離

特性に与える効果を検討した。また第三章では、クラウンエーテル誘導体をキラルセレク

ターとする新規化学結合形キラル固定相の開発とその分離特性についてまとめたが、クラ

ウンエーテルを担体に共有結合させたキラル固定相として初めての製品化成功例である。

第四章では第二章の知見を基に、シクロデキストリン誘導体をキラルセレクターとして、

スペーサー部分に糖鎖をもつ新規キラル固定相を設計し、スペーサーの構造が分離特性に

与える効果を考察した。更に第五章では、シクロデキストリン水酸基部分の化学修飾の違

いがエナンチオ分離特性に及ぼす効果を考察した。その結果、シクロデキストリンの水酸

基をアセチル化すると幅広いキラルアミンの分離が可能となる事を明らかにした。また、

キラルアミンの分離におけるクラウンエーテル形固定相とシクロデキストリン形固定相の

性能比較を行った。第六章では、ポリジフェニルアセチレン誘導体をコアシェルシリカ担

体にコーティングした新規キラル固定相を設計し、優れたキラルアルコール分離性能を有

する事を示した。これらの新規キラル固定相の評価を進める過程で、特定の官能基をもつ

キラル化合物に対して、特定のキラル固定相が特異的に有効である事を見出した。この知

見を基に、分離対象化合物の官能基依存的キラル固定相選択法を第七章で提示した。最後

に第八章で本研究の総括と筆者の所見及び今後の展望を論述した。各章の実験方法は「実

験の部」にまとめて記載した。以下、得られた知見を各章に分けて詳述する。 
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第二章 パークル形キラル固定相におけるスペーサー部分

の構造がエナンチオ分離特性に与える影響 

 

第一節 緒 言 

 

キラル固定相は、キラルセレクターを固定化する方法で分類すると、共有結合させた化

学結合形と吸着等により物理的に担体に担持させたコーティング形に分けられる。耐久性

や頑健性の点では、一般に化学結合形の方が優れている。本研究では、実用的な耐久性を

重視して化学結合形のキラル固定相の設計を目的の１つとした。 

化学結合形キラル固定相を設計する上で、シリカゲル等の担体とキラルセレクターを結

合する部分（スペーサー）の構造を考慮に入れる必要がある。これまでに、スペーサー部

分の構造が保持時間やエナンチオ分離能に与える影響を様々な観点から考察し、キラルセ

レクターが同じでもスペーサーの構造が異なればエナンチオ分離特性も変化する事が報告

されている 43)-46)。キラル固定相のエナンチオ分離能がそのキラルセレクターに依存する事

は当然であるが、同じキラルセレクターを有する固定相であっても、担体に導入する化学

反応やスペーサー部分の構造の違いがエナンチオ分離能に影響を与える事も考慮に入れる

必要がある。本章では、スペーサー部分の影響を考察するため、従来から知られているパ

ークル形キラル固定相を用いて、キラルセレクターの構造が同じでスペーサー部位のアル

キル鎖長が異なる複数の固定相を作製し、そのエナンチオ分離特性を比較した。 

 

 

第二節 スペーサー部分のアルキル鎖長が異なるキラル固定相の比較 

 

 本章で設計したキラル固定相の構造を Fig. 2-1 に、その性能評価に用いたキラル化合物

の構造式を Fig. 2-2に示す。CSP-1は、N-((R)-1-(α-ナフチル)エチルアミノカルボニル)-L-tert-

ロイシンを、CSP-2 は N-3,5-ジニトロベンゾイル-(R)-ナフチルグリシンをキラルセレクタ

ーとするパークル形キラル固定相の一種であり、担体のアミノプロピルシリカゲルとキラ

ルセレクターの間に、アミド結合を介して炭素数 10 個のアルキル鎖を有する構造となって

いる。それぞれのキラルセレクターは、アミノプロピルシリカゲルを担体とする市販カラ

ムの CSP-1C 及び CSP-2C と同じである。即ち、CSP-1 と CSP-1C 及び CSP-2 と CSP-2C は、

それぞれキラルセレクターの構造が同じで、スペーサーのアルキル鎖長のみが異なるキラ

ル固定相である。 
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Fig. 2-1  Structure of CSP-1, CSP-1C, CSP-2 and CSP-2C 

 

 

 

 

 

 

 

 

N-(3,5-dinitorobenzoyl)-1-phenylethylamine    2,2,2-trifluoro-1-(9-anthryl)ethanol 

 

 

 

 

 

 

 1.1’-bi-2-naphthol         ketoprofen         flurbiprofen           ibuprofen 

  (axial chirality) 

 

 

Fig. 2-2 Structure of racemates as analyte  

 

 

Silica Gel 

CSP-1 : R=R1 

CSP-2 : R=R2 

CSP-1C : R=R1 

CSP-2C : R=R2 

R1 

R2 

Silica Gel 
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先ず、3 種のキラル化合物、N-(3,5-ジニトロベンゾイル)-1-フェニルエチルアミン、1.1'-

ビ-2-ナフトール及び 2,2,2-トリフルオロ-1-(9-アンスリル)エタノールを用いて CSP-1 と

CSP-1C のエナンチオ分離特性を比較した。得られた保持係数と分離係数を Table 2-1 に示

す。3,5-ジニトロベンゾイル-1-フェニルアラニンを順相系移動相（a）で評価したところ、

スペーサーのアルキル鎖長を延長した CSP-1 は、CSP 1C に比べて分離係数がやや低下し

た。一方、逆相系移動相（b～c）の場合は、逆に分離係数が増加し、保持時間はやや長く

なった。順相系と逆相系移動相におけるクロマトグラムの比較例をそれぞれ、Fig 2-3、Fig. 

2-4 に示す。 

その他の 2 種の化合物について、逆相系移動相（d～e）を用いてエナンチオ分離能を比

較したところ、何れの化合物も同じ組成のアセトニトリル/水の混合液を用いた場合に、

CSP-1C に比べて CSP-1 の保持係数及び分離係数がともに大きくなる傾向を示した。また

両者の保持時間がほぼ同じになる様に移動相組成を調整して比較した場合は、CSP-1 の分

離係数が有意に大きくなった。この時の 1.1'-ビ-2-ナフトールのクロマトグラム例を Fig. 2-5

に示す。Fig. 2-5 において、(a)と(c)は同じ組成の移動相、(b)と(c)は保持時間がほぼ同じに

なる様に組成を調整した移動相で比較したクロマトグラムである。 

 

 

 

 

Table 2-1  Comparison of enantiomeric separation ability between CSP-1 and CSP-1C  

 

Compound 

CSP-1 CSP-1C 

k1 α 
mobile 
phase k1 α 

mobile 
phase 

N-(3,5-dinitorobenzoyl)-1- 

phenylethylamine 

0.38 2.62 a 0.44 3.08 a 

3.20 1.24 b 
2.30 1.19 b 

3.11 1.18 c 

1.1’-bi-2-naphthol 12.55 1.05 d 
9.96 1.00 d 

12.65 1.00 e 

2,2,2-trifluoro-1- 

(9-anthryl)ethanol 
15.39 1.04 d 

7.13 1.00 d 

14.87 1.00 e 

 

Mobile phase : a) ethanol/1,2-dichloroethane/n-hexane (10/30/60, v/v), b) acetonitrile/water (50/50, 

v/v) containing 5 mmol/L citric acid, c) acetonitrile/water (45/55, v/v) containing 5 mmol/L citric 

acid, d) acetonitrile/water (40/60, v/v), e) acetonitrile/water (35/65, v/v) 
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Fig. 2-3  Chromatograms of N-(3,5-dinitorobenzoyl)-1-phenylethylamine using CSP-1 and 

CSP-1C in normal phase mode 

Mobile phase : ethanol/1,2-dichloroethane/hexane (10/30/60, v/v). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fig. 2-4 Chromatograms of N-(3,5-dinitorobenzoyl)-phenylethylamine using CSP-1 and CSP-1C 

in reversed phased mode 

Mobile phase : (a) acetonitrile/water (50/50, v/v) containing 5 mmol/L citric acid, (b) 

acetonitrile/water (45/55, v/v) containing 5 mmol/L citric acid. 

(a) CSP-1 (b) CSP-1C 

(a) CSP-1 (b) CSP-1C 
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Fig. 2-5 Chromatograms of 1.1’-bi-2-naphthol using CSP-1 and CSP-1C  

Mobile phase : (a) and (c) acetonitrile/water (40/60, v/v), (b) acetonitrile/water (35/65, v/v). 

 

 

次に、CSP 2 と CSP-2C を比較した結果を Table 2-2 に示す。CSP 2C は、分子内にカルボ

キシル基を有するキラル化合物の分離に有効である事が示されているため
3) 
、評価用サン

プルとして不斉炭素に直結したカルボキシル基を有するプロフェン系抗炎症薬、ケトプロ

フェン、フルルビプロフェン、イブプロフェンの 3 化合物を含めた。 

 

 

Table 2-2  Comparison of enantiomeric separation ability between CSP-2 and CSP-2C  

 

Compound 

CSP-2 CSP-2C 

k1 α 
mobile 
phase k1 α 

mobile 
phase 

1.1’-bi-2-naphthol 9.72 1.03 f 9.85 1.05 g 

2,2,2-trifluoro-1- 
(9-anthryl)ethanol 5.92 1.10 h 5.27 1.11 f 

ketoprofen 2.43 1.08 i 2.60 1.15 i 

flurbiprofen 2.35 1.07 i 2.37 1.11 i 

ibuprofen 1.33 1.05 i 1.63 1.07 i 
 

Mobile phase : f) acetonitrile/water (40/60, v/v), g) acetonitrile/water (30/70, v/v), h) 

acetonitrile/water (50/50, v/v), i) 0.03 mol/L ammonium acetate in methanol 
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CSP-2 と CSP-2C の場合、逆相系移動相（f～h）では CSP-2 における分離係数の有意な

増加は認められなかった。この結果は CSP-1 の場合と傾向が異なる。この条件での 2,2,2-

トリフルオロ-1-(9-アンスリル)エタノールのクロマトグラム比較例を Fig. 2-6 に示す。また

水を含まない酢酸アンモニウム含有メタノール系の移動相（i）では、CSP-2 の分離係数が

逆に低下する傾向が認められた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-6 Chromatograms of 2,2,2-trifluoro-1-(9-anthryl)ethanol using CSP-2 and CSP-2C 

Mobile phase : (a) acetonitrile/water (50/50, v/v), (b) acetonitrile/water (40/60, v/v). 

 

 

第三節 スペーサー部分のアルキル鎖長の影響に関する考察 

 

以上の結果をまとめると、キラルセレクターの種類や移動相によって効果に違いがある

ものの、スペーサーのアルキル鎖を延長した固定相では、保持時間の増大ばかりでなく、

光学分割能自体が向上するケースも認められた。順相系移動相では、その効果は認められ

なかったので、逆相系移動相を用いた場合に分離係数が増加する傾向が発現する可能性が

あると結論した。 

逆相系移動相において保持時間が増加する要因は、延長されたアルキル鎖によってキラ

ル固定相に疎水性相互作用が追加された効果と推察される。これにより、例えば、アミノ

酸混合物のキラル分離において、アミノ酸相互の分離が改善される効果等が期待できる。 

一方、逆相系移動相において分離係数が増加した要因は、今回の結果だけでは明確な考

察はできない。しかし、パークル形キラル固定相は、固定相のキラルセレクターと試料と

(a) CSP-2 (b) CSP-2C 
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の間のジアステレオメリックな水素結合や電荷移動相互作用が分離に寄与すると考えられ

ているので、逆相系移動相の場合、鎖長の長いアルキル鎖をスペーサーとして導入する事

で、固定相表面に疎水的環境が創出され、水素結合による鏡像異性体間のジアステレオメ

リックな相互作用の差が発現しやすくなり、光学認識能が向上したと考えれば合理的であ

る。 

 

 

第四節 小括  

 

パークル形キラル固定相において、長いアルキル鎖をスペーサーとすると、保持時間だ

けでなくエナンチオ分離能も向上する場合が認められた。この効果はキラルセレクターの

種類や移動相によって異なり、キラルセレクター部分の構造が同じであっても、キラルセ

レクターと担体とを結合するスペーサー部分の構造が違えば、限定的ではあるが、エナン

チオ分離能に有意差が生じる可能性がある。この知見は、化学結合形キラル固定相におい

て、キラルセレクターと担体を結合する方法及びスペーサーの構造が重要である事を示し

ている。次章以降の新規キラル固定相の設計において、この知見を考慮に入れた。 
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第三章 擬 18-クラウン-6-エーテルを用いた新規化学結合

形キラル固定相 

 

第一節 緒 言 

 

キラルアミンには医薬品に関連した重要な化合物が多く、キラル分離の必要性が高い。

アミノ酸等の第一級アミノ基を有するキラル化合物の分離にはクラウンエーテル誘導体を

キラルセレクターとする固定相が有効である事が知られている 26),29)。Fig. 3-1(a) に 18-ク

ラウン-6 エーテルの基本構造を示す。クラウンエーテルは大環状ポリエーテルで、その空

孔に金属カチオンや一級アンモニウムカチオンを包接する特性を示す。その置換基に何ら

かのキラルユニットを導入した光学活性クラウンエーテルはエナンチオ認識能を持ち、光

学分割に応用できる。 

1970 年代に、Cram らは光学活性クラウンエーテルを合成し、それを担体に共有結合さ

せた HPLC キラル固定相を報告した 28),29)。Cram は、それらの業績により 1987 年にノーベ

ル化学賞を受賞している。その他にも、早くから化学結合形のキラルクラウンエーテル固

定相の報告はあったが 47) 、当初は研究報告のみで製品化されなかった。量産化や製造コス

ト的な課題もあったと推察される。Shinbo らは、ビナフチルを不斉源とするキラルクラウ

ンエーテルを ODS 固定相にダイナミックコーティングしてアミノ酸のキラル分離を達成

している 48)。この固定相は製品化され、キラル第一級アミンの分離に有用である事が示さ

れているが、キラルセレクターを共有結合ではなくコーティングで吸着させているため、

移動相として使用可能な溶媒に制約があった。クラウンエーテルを用いたキラル固定相で

は、通常、メタノール等の有機溶媒と過塩素酸水溶液の混合液が移動相として用いられる

が、移動相中の有機溶媒濃度を約 15 %以上にすると、クラウンエーテルが溶出してカラム

が劣化する 49)。そのため、例えばナフチル基等の疎水性基をもつアミン化合物は保持が強

く移動相中の有機溶媒の濃度を大きくする必要があるため、コーティング形のクラウンエ

ーテルキラル固定相では測定が困難な事が多かった。 

Naemuraらは、クラウンエーテルの環の一部にベンゼン環を含むキラル擬 18-クラウン-6-

エーテル誘導体を合成し、第一級アミンに対してキラル識別能を示す事を報告した 50)-52)。

この擬 18-クラウン-6-エーテルの基本構造を Fig. 3-1(b) に示す。これは比較的量産化し易

い合成ルートで製造できるが、HPLC キラル固定相への応用は報告されていなかった。本

章では、このキラル擬 18-クラウン-6-エーテル誘導体をキラルセレクターとして、これを

担体のシリカゲルに共有結合させた新規キラル固定相（CSP-3）を設計した。更にそのエ

ナンチオ分離特性を評価して、従来のコーティングタイプでは測定が困難であった疎水性

アミン類への適用や順相系移動相の使用を試みた。 
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Fig. 3-1(a)  Basic structure of 18-crown-6-ether 

 

                                           Fig. 3-1(b)  Basic structure of chiral  

   pseudo-18-crown-6-ether 

 

 

 

第二節 クラウンエーテル化学結合形キラル固定相の設計 

 

第二章で述べた様に、化学結合形キラル固定相を設計する場合、担体とキラルセレクタ

ーを結合するスペーサー部分の構造が重要となる。パークル形キラル固定相においては、

アミド結合を介してキラルセレクターを担体に共有結合する方法がよく知られている。担

体への固定化法としてアミド結合が用いられる理由は、逆相 HPLC でよく使用される酸性

移動相中での安定性が高い事、そして固定相と試料との相互作用としての水素結合サイト

となり得る事が主たる要因であると考えられる。今回、このアミド結合による固定化法を

クラウンエーテル形キラル固定相に応用した。 

CSP-3 の合成スキームを Fig. 3-2 に示す。CSP-3 充塡剤の作製では、先ず、Naemura らが

報告しているキラル擬 18-クラウン-6-エーテル（crown ether 1）に、リンカーとしてのカル

ボキシル基を導入し（crown ether 2）、それを担体のアミノプロピルシリカゲルのアミノ基

とアミドカップリングしてシリカゲルに固定化した（CSP-3）。キラルセレクターをアミド

結合で固定化した結果、HPLC でよく使用するメタノールやアセトニトリル等の有機溶媒

は、濃度の制約なく使用できる事が明らかになった。 

CSP-3 の耐溶媒性確認のため、1-(1-ナフチル）エチルアミンを試料として 30 %アセトニ

トリルを含有する過塩素酸水溶液（pH 2.0）を連続通液したところ、少なくとも 150 時間

まで保持時間及び分離係数の変化は認められなかった。クラウンエーテルを担体に共有結

合させた事により、実用的に十分な耐久性を付与する事ができた。 
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Fig. 3-2 Preparation scheme of CSP-3 

 

 

第三節 クラウンエーテル化学結合形キラル固定相のエナンチオ分離特性 

 

第一項 逆相系移動相を用いたキラル化合物の分離 

 

キラルセレクターを担体に共有結合した事で、移動相中の有機溶媒濃度の制約が無くな

ったが、そのメリットの 1 つは、保持の強い疎水性キラルアミンの分離が可能になる事で

ある。クラウンエーテルを用いるキラル固定相では、逆相系移動相として、通常、有機溶

媒と過塩素酸水溶液の混合液が用いられる。移動相に添加する酸として、過塩素酸以外の

酸、例えばトリフルオロ酢酸、リン酸、酢酸を用いた場合は、酸濃度を上げても保持が弱

く、結果として分離が困難であった。1-(1-ナフチル)エチルアミンのキラル分離における移

動相中の過塩素酸水溶液の pH 値と、保持係数及び分離係数の関係を Fig. 3-3 に示す。保

持係数は pH に大きく依存し、pH が低いほど保持が大きくなり、pH を 2 以上にすると保

持時間が急激に減少した。担体のシリカゲルとアミド結合は酸性中で比較的安定なので、

移動相中の過塩素酸水溶液のpHは1.5~2.0の範囲が適当であると考えられる。なお、Fig. 3-3

において、過塩素酸水溶液の pH が 2.5 以上の場合は、殆ど保持せず分離しなかったため、

分離係数のプロットは省略している。 

疎水性キラルアミンの例として、1-(1-ナフチル)エチルアミン及びアラニン-β-ナフチル

アミドのクロマトグラム例を Fig. 3-4 に示す。CSP-3 を使用すると、このような疎水性の

高い化合物でも、移動相の有機溶媒濃度を最適化して適度な保持時間に調整する事によっ

て、キラル分離メソッドの作成が可能であった。 

 

Crown ether 2 : 

(5S,13S )-(+)-21-Methoxy-5,13-diphenyl-3,6,9,12,15-pentaoxabicyclo

[15.3.1]henicosa-1(20),17(21),18-triene-19-carboxylic acid 

Crown ether 1       Crown ether 2       
CSP-3 
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Fig. 3-3 Influence of pH value of mobile phase using CSP-3 

Mobile phase: acetonitrile/perchloric acid aq. (40/60, v/v). The pH was adjusted by changing the 

concentration of perchloric acid. 

 

 

 

 

(a) 1-(1-naphthyl)ethylamine        (b) alanine-β-naphthylamide 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-4 Chromatograms of 1-(1-naphthyl)ethylamine and alanine-β-naphthylamide using CSP-3 

Mobile phase : (a) acetonitrile/perchloric acid aq. (pH 2.0) (30/70, v/v), (b) acetonitrile/perchloric 

acid aq. (pH 2.0) (20/80, v/v). 
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第二項 順相系移動相を用いたキラル化合物の分離 

 

キラルセレクターを担体に共有結合を介して導入するもう 1 つのメリットは、順相系移

動相が使用できる事である。Fig. 3-5 に、エタノール/n-ヘキサン混合液にトリフルオロ酢

酸を添加した溶液を移動相とした場合の 1-(1-ナフチル)エチルアミン、(RS/SR)-ノルエフェ

ドリン（フェニルプロパノールアミン）及び 3,4-ジヒドロキシフェニルアラニン（DOPA）

の分離クロマトグラムを示す。また、同じ試料をアセトニトリル/過塩素酸水溶液の逆相系

移動相と比較した結果を Table 3-1 に示す。 

 

 

(a) 1-(1-naphthyl)ethylamine      (b) (RS/SR)-norephedrine       (c) DOPA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fig. 3-5 Chromatograms of 1-(1-naphthyl)ethylamine, norephedrine and DOPA using CSP-3 in 

normal phase mode 

Mobile phase : (a) and (b) ethanol/n-hexane/trifluoroacetic acid (30/70/0.5, v/v/v), 

(c)ethanol/n-hexane/trifluoroacetic acid (35/65/1, v/v/v). 
 

 

Table 3-1  Comparison of enantiomeric separation ability by reversed phase mode using CSP-3  
 

Compound 
normal phase mode reversed phase mode 

k1 α 
mobile 
phase k1 α 

mobile 
phase 

1-(1-naphthyl)ethylamine 2.09 1.33 a) 0.86 1.44 c) 

norephedrine 1.15 1.57 a) 0.57 1.17 d) 

DOPA 0.89 1.80 b) 1.18 1.13 e) 
 

Mobile phase : a) and b) are shown in Fig. 3-5. c) acetonitrile/perchloric acid aq. (pH 2.0) (30/70, 

v/v), d) acetonitrile/perchloric acid aq. (pH 1.3) (5/95, v/v), e) acetonitrile/perchloric acid aq. (pH 

1.3) (10/90, v/v),  
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順相系と逆相系の移動相を比較した場合、1-(1-ナフチル)エチルアミンでは逆相系の方が

分離係数が大きく、順相系ではややピークのテーリングが認められた。このような疎水性

の高いアミン類に対しては、逆相系移動相の方が適していると考えられる。一方、アミノ

アルコール誘導体であるノルエフェドリンやアミノ酸の DOPA は、順相系ではかなり大き

な分離係数が得られたが、逆相系では移動相組成を調整して長めに保持させても分離係数

が小さくなる傾向が認められた。比較的極性の高いアミン類には順相系移動相の方がより

適している。試料によって移動相の使い分けが必要になると考えられる。 

アミノ酸を誘導体化する事なく直接キラル分離するためには、配位子交換形キラル固定

等、様々な方法があるが、クラウンエーテル形キラル固定相も有力な選択肢である。CSP-3

で順相系移動相を用いたアミノ酸とそのエステルのエナンチオ分離能を Table 3-2 に、分離

クロマトグラムの一例を Fig. 3-6 に示す。順相系移動相を使用する場合、エタノール/n-ヘ

キサン/トリフルオロ酢酸にごく少量の水を添加すると、ピーク形がシャープになる効果が

認められた。 

 

 

Table 3-2  Enantiomeric separation ability by CSP-3 using normal phase mode 
 

Compound k1 α Mobile phase 

tryptophan 2.09 1.31 30/70/0.5/0.5 

phenylalanine 1.66 1.26 25/75/0.5/1 

tyrosine 2.33 1.47 30/70/0.5/0.5 

phenylalanine methyl ester 0.90 1.31 30/70/0.5/0.5 

Mobile phase : ethanol/n-hexane/trifluoroacetic acid/water (v/v/v/v) 

 

 

                                                                   tryptophan                                                                                              

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-6  Chromatograms of tryptophan 

using CSP-3.  

Mobile phase : 

ethanol/n-hexane/trifluoroacetic acid/water 

(30/70/0.5/0.5, v/v/v/v) 
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以上の様に CSP-3 は、キラルセレクターのクラウンエーテルを担体と共有結合を介して

連結して耐久性を向上させた事により、移動相中の有機溶媒濃度の制約が無くなり、順相

系移動相も使用可能となった。その結果、適用化合物の範囲や使用条件が広がった。順相

系移動相を使用する実用的な利点として、分取目的や超臨界流体クロマトグラフィーへの

適用が挙げられる。 

 

 

第四節 鏡像異性体の溶出順に関する考察 

 

キラル固定相を用いて分析メソッドを設計する場合、異性体の溶出順序を考慮する必要

が生じる場合がある。例えば、微量分析では微量の対掌体が、分取の場合は分取したい対

掌体が先に溶出する方が望ましい。光学活性体が市販されているいくつかのサンプルを用

いて CSP-3 における溶出順を確認した結果を Table 3-3 に示す。 

 

Table 3-3  Elution order of enantiomer in CSP-3  
 

Compound Elution order IR/IS-d3 52) 

1-(1-naphthyl)ethylamine (S) → (R) 1.54 

norephedrin (1S,2R)(+) → (1R,2S)(-) － 

tryptophan D → L － 

 

 

キラル固定相の構造や試料の物理化学的情報から溶出順を推察するのは一般に困難で

あり、実際に HPLC で測定しないと溶出順が判らない事が多い。クラウンエーテル形のキ

ラル固定相の場合、ゲストのアミノ基がクラウンエーテルに包接されるので、固定相と試

料との相互作用のメカニズムが比較的シンプルであり、HPLC の溶出順を予測できる可能

性がある。澤田らは、クラウンエーテルのアミン類の認識能を定量的に評価する方法とし

て、エナンチオマーの一方（(S)体）を重水素標識したラセミゲストを用い、高速原子衝撃

質量分析法（FABMS）におけるホストゲストコンプレックスイオンのピーク強度比

（IR/IS-d3）をエナンチオ認識能の尺度とする方法（FABMS/EL-ゲスト法）を報告した 53),54)。

IR/IS-d3 の値が 1.0 以上の場合、ホストがゲストの(R)体とより強く結合する事を意味する

とされている 53),54)。その報告によると、CSP-3 と同じ構造の擬 18-クラウン-6-エーテルを

キラルホストとした場合、1-(1-ナフチル)エチルアミンの IR/IS-d3は 1.54とされていて 53)、

(R)体の方がクラウンエーテルとのホストゲストコンプレックスイオンのピーク強度比が

大きい、即ち親和性が大きい事を示している。CSP-3 を用いた場合、1-(1-ナフチル)エチル

アミンは、逆相系、順相系ともに(S)体が先に溶出し(R)体の保持が大きい。これは(R)体の
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方が固定相のクラウンエーテルとの親和性が大きい事を示していて、FABMS/EL-ゲスト法

の値と相関性がある。今回、この相関性を検証したのは 1-(1-ナフチル)エチルアミンの 1

化合物のみであるが、クラウンエーテル形キラル固定相の場合、HPLC 以外の物理化学的

情報から溶出順の推察が可能である事を示唆している。 

 

 

第五節 小 括 

 

クラウンエーテル誘導体をキラルセレクターとするキラル固定相において、リンカーに

アミド基を有する新規化学結合形キラル固定相を設計して性能を評価した。共有結合を介

して結合した結果、移動相の制約が少なくなり、従来のコーティング形固定相では分析が

困難であった疎水性の高いキラルアミンにも対象が広がった。また、順相系移動相も使用

可能となった。CSP-3 は製品化し市場に提供したが、クラウンエーテルを担体に共有結合

させたキラル固定相を製品化したのはこれが最初である。製品化後、CSP-3 は他の文献に

も引用されている 55)。 
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第四章 スペーサーに糖鎖を有する新規シクロデキストリ

ン形キラル固定相 

 

第一節 緒 言 

 

シクロデキストリンは数分子の D-グルコースが、α-1,4 グリコシド結合した環状オリゴ

糖の一種である。シクロデキストリン分子は、片方の端が少し狭くなった円筒形で、外部

が親水性、内部が疎水性を示す（Fig. 4-1）。分子の内側の空孔に疎水性の分子を取り込む

包接能を持ち、可溶化、徐放化、マスキング等の目的で、医薬、食品、化粧品等の分野で

活用されている。また、シクロデキストリン分子そのものが光学活性体であるため、キラ

ルなゲスト分子の各鏡像異性体に対する包接親和性が異なる。キラルユニットを導入して

いない未修飾のシクロデキストリンやその誘導体をキラル分離剤として利用できる。 

シクロデキストリン誘導体をキラルセレクターとするキラル固定相は、古くから GC 固

定相として利用されてきたが、HPLC の固定相としても有用である 20)-25)。シクロデキスト

リンは、環を構成するグルコースの個数によって、α-、β-、γ-等のタイプに分類できるが（Fig. 

4-1）、その中でも、グルコース 7 個から成る β-シクロデキストリンは、ベンゼン環 1～2

個に相当するサイズの低分子芳香族化合物をゲストとして包接し易いため、HPLC 固定相

として繁用されている。HPLC 用のシクロデキストリン形キラル固定相は、逆相系の移動

相を使用して分離できる点が特長の 1 つであり、特に医薬品原体やその中間体の分析に有

用である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                        

 

 

 

 

 

Fig. 4-1 Structure of cyclodextrins 

Image of cyclodextrin molecular shape 
(Cylindrical) 

 α-cyclodextrin        β-cyclodextrin        γ-cyclodextrin 

Types of cyclodextrin 
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第二節 スペーサー部分の構造がエナンチオ分離特性に与える影響  

  

第二章で、キラルセレクター部分の構造が同じであっても、キラルセレクターと担体と

を結合するスペーサーの構造が異なれば、エナンチオ分離能に有意差が生じる可能性があ

る事を示した。シクロデキストリン形キラル固定相においても、スペーサーの構造がエナ

ンチオ分離能に影響を与えるという報告がなされている 45),46)。従って、新規キラル固定相

の設計において、キラルセレクターとしてのシクロデキストリン誘導体と担体とを結合す

るスペーサー部分の構造を変えれば、分離性能の更なる向上も期待できる。 

本章では、分岐鎖 β-シクロデキストリンを用いて、スペーサー部分に糖鎖を使用した新

たなキラル固定相の設計を試みた。分岐鎖 β-シクロデキストリンは、複数のグルコースが

α-1,6 グリコシド結合を介してシクロデキストリン環に結合した分岐構造を持ち、水溶性が

高く水に溶け難い成分を溶解する能力を示すため、マスキング等の用途に用いられている

56)。末端にカルボキシル基を有する分岐鎖 β-シクロデキストリン（グルクロニルグルコニ

ック-β-シクロデキストリン）をキラルセレクターとして、これをアミノプロピルシリカゲ

ルのアミノ基にアミド結合で連結させたキラル固定相（CSP-4、Fig. 4-2）を作製した。CSP-4

はスペーサー部分に糖鎖をもつが、このような構造のシクロデキストリン形固定相は報告

例がないので、その分離特性を従来型の固定相と比較・評価した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4-2  Preparation scheme of CSP-4 

 

Glucuronyl glucuronic β-cyclodextrin 
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CSP-4 と性能を比較するためにアルキル鎖をスペーサーとした市販のシクロデキストリ

ン形固定相（CSP-4C）を用いた。糖鎖をスペーサーとした CSP-4 とアルキルスペーサーの

CSP-4C は、β-シクロデキストリンの構造は同じで、スペーサー部分の構造のみが異なる。

そのため、両者のエナンチオ分離特性を比較すればスペーサー部分の影響が考察できる。

Fig. 4-3 に示す 5 種のキラル化合物を試料として、CSP-4 及び CSP-4C の分離能を比較した

結果を Table 4-1 に示す。また、N-ダンシルバリン、フラバノン、シクロペントラートの比

較クロマトグラムを Fig. 4-4 に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

        N-dansylvaline                flavanone                tolperison 

 

 

 

   cyclopentolate          terbutarine 

 

Fig. 4-3  Structure of racemates as analyte 

 

 

 

Table 4-1  Comparison of enantiomeric separation ability between CSP-4 and CSP-4C 

 

Compounds 
CSP-4 CSP-4C 

k1 α k1 α 

N-dansylvaline 2.29 1.19 2.91 1.23 

flavanone 1.73 1.88 9.24 1.00 

torperison 1.45 1.15 2.37 1.17 

cyclopentrate 0.94 1.33 4.47 1.21 

terbutaline 2.11 1.17 10.85 1.19 
 

Mobile phase : acetonitrile/20 mmol/L KH2PO4 in water (30/70, v/v)  
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(a) N-dansylvaline 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(b) flavanone 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(c) cyclopentolate 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4-4  Comparison of chromatograms between CSP-4 and CSP-4C 

Mobile phase : acetonitrile/20 mmol/L KH2PO4 in water (30/70, v/v). 

CSP-4 

CSP-4C 

CSP-4 CSP-4C 

CSP-4C 

CSP-4 
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中性化合物のフラバノンの場合には、CSP-4 では非常に大きな分離係数が得られたが、

CSP-4C では分離できず、両者の間でエナンチオ分離能に大きな差が認められた。分子内

にカルボキシル基をもつ N-ダンシルバリンや第三級アミノ基を有するトルペリゾン、シク

ロペントラート及びテルブタリンでは、両者で同等の分離係数が得られた。しかし、Fig. 4-4

のシクロペントラートのクロマトグラムを比較すると、CSP-4 は良好なピーク形状である

が、CSP-4C の場合はテーリングが大きくなった。トルペリゾンとテルブタリンのクロマ

トグラムも同様であった。また何れの化合物も、同じ組成の移動相で測定すると、CSP-4C

より CSP-4 の方が保持時間は短かかった。CSP-4 と CSP-4C のキラルセレクターは β-シク

ロデキストリンであるが、担体と結合するスペーサー部分の構造のみが異なるので、エナ

ンチオ分離能やピーク形状の差異はスペーサー部分の構造に起因すると考えられる。その

要因は以下の様に考察される。 

 

先ず、エナンチオ分離能自体が向上する点に関しては、スペーサーの糖鎖部分がキラル

識別に関与しているためと推察される。但し、その効果は、対象化合物の構造によって異

なり、分離能の向上が顕著に認められる場合と、有意の差が無い場合があった。 

 

次に塩基性化合物のテーリングが抑えられる点であるが、その要因の 1 つとして、極性

の高い糖鎖スペーサーが、サンプルと担体シリカゲルのシラノール基との相互作用（水素

結合）を抑制している可能性が考えられる。類似の現象として極性基内包形（embed 形）

の逆相固定相の例が挙げられる。逆相固定相を使用した場合には、塩基性化合物と担体シ

ラノール基との相互作用によりしばしばテーリングする。極性基内包形固定相は、担体シ

リカゲルと疎水性アルキル鎖の間にアミド結合等の極性基を挿入した固定相であるが、通

常の逆相カラムと比べて塩基性化合物のテーリングが抑制されるという報告がある 57)。こ

れは、担体近傍の極性基効果と考えられるが、CSP-4 におけるスペーサーの糖鎖が、これ

と同様の効果を発現していると推察している。 

 

この様に、シクロデキストリン形キラル固定相においても、スペーサー部分の構造に依

存してエナンチオ分離特性やピーク形状が変化する事が確認できた。これは第二章の知見

と相関性がある。スペーサーに糖鎖を導入する事で、従来から知られている β-シクロデキ

ストリン形キラル固定相の性能を向上させ、実用的に優れたキラル固定相を設計する事が

できた。 
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第三節 スペーサーに糖鎖を有するシクロデキストリン形キラル固定相を用

いたアプリケーション 

 

第一項 キラル医薬品の分離 

 

 一般に、シクロデキストリン形キラル固定相は、逆相系の移動相と組み合わせたキラル

分離が可能である。逆相系移動相は順相系に比べて環境負荷が低く、高極性化合物が多い

医薬品の分離に適している。CSP-4 も標準的な移動相として、酸性リン酸緩衝液とアセト

ニトリル又はメタノールの混合液を使用する。前項で示した様に、CSP-4 は骨格筋弛緩剤

として使用されるトルペリゾンや散瞳薬シクロペントラートのキラル分離に有効であるが、

他にも様々なキラル医薬品の分析に適用できる。例えば、血圧降下薬・利尿薬として使用

されるクロルタリドン、抗ヒスタミン薬のクロルフェニラミン、非ステロイド系抗炎症薬

のイブプロフェン、クリダナク、ナプロキセン等である。 CSP-4 は分子内に芳香環を有す

る多くのキラル薬物の分離に有効であるが、分離したキラル化合物の構造から考察すると、

カルボキシル基を持った酸性化合物や中性の芳香族化合物のキラル分離に適している。

CSP-4 を用いたクロルタリドンとクリダナクのクロマトグラムの例を Fig. 4-5 に示す。 

 

 

 

(a) Chlorthalidone                           (b) Clidanac      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4-5 Chromatograms of chlorthalidone and clidanac using CSP-4 

Mobile phase : (a) acetonitrile/20 mmol/L phosphate buffer (pH 3.0) (20/80, v/v), (b) 

acetonitrile/20 mmol/L phosphate buffer (pH 3.5) (70/30, v/v). 



 

- 30 - 

CSP-4 は市場に提供しているが、既に CSP-4 を使用したキラル及びアキラル分析法が多

数報告されている。例えば、イソフラボン誘導体 58)、エピカテキン 59)、グラブリジン 60)、

エピセサミン 61)、等の分析である。これらのうち、エピカテキンは、フラボノイドの一種

で茶の渋み成分であるカテキンの異性体、グラブリジンはメラニン合成抑制効果があると

言われる甘草由来のイソフラボン誘導体である。前項で、CSP-4 はフラバノンの分離にお

いて非常に大きな分離係数が得られる事を示したが、このような文献報告例から考察する

と、CSP-4 はフラボノイド系のキラル化合物に対して特異的に優れたエナンチオ分離能を

示すと考えられる。フラボノイドは、Fig. 4-6 に示すフラバンを基本骨格とする植物二次代

謝物の総称で、これがフェノール性水酸基で修飾された化合物はポリフェノールの一種で

ある。フラボノイド類には、抗炎症、抗酸化、抗アレルギー、アンチエイジング等の多彩

な生物活性が認められているが、不斉炭素をもつキラル化合物が多く、その立体異性体間

の生理物性の違いに関する研究も行なわれている。 

 

 

 

 

 

Fig. 4-6 Basic chemical structure of flavonoids (flavan) 

 

 

第二項 アキラル化合物の分析 

 

シクロデキストリンは様々な化合物をその空孔に包接する特性を示す事から、クロマト

グラフィーのリガンドとして、キラル分析ばかりでなくアキラル分析にも活用されてきた。

シクロデキストリン形固定相をアキラル分析に使用する場合は、逆相系の固定相として汎

用される ODS カラムとは分離の選択性が異なるため、ODS が不得意とする構造異性体等

の分離に利用されている。 

CSP-4 もベンゼン二置換体等の位置異性体分離に有効である。Fig. 4-7 に CSP-4 を用いた

馬尿酸とその o-、m-、p-メチル置換体の分離例を示す。メチル馬尿酸の異性体は ODS カラ

ムでも分離できる 62) が、シクロデキストリン形固定相と ODS では分離選択性が異なり、

異性体の溶出順が変化する。また ODS では、m-体と p-体の保持時間が近く分離が不十分

となる場合があるが、CSP-4 では各異性体が均等な保持時間で分離される。従って CSP-4

はアキラルな分析において、ODS カラムで分離不十分な場合の選択肢として有効である。 
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Fig. 4-7 Chromatograms of hippuric acid and methyl hippuric acids using CSP-4 

Mobile phase : methanol/water/acetic acid (70/30/1.5, v/v/v). 

 

 

CSP-4 のアキラル分析への応用例として、フルオラスタグ化合物の分離も挙げる事がで

きる 63),64)。フルオラスケミストリーは、コンビナトリアルケミストリーの分野で注目され

ている技術の 1 つで、フッ素を含む置換基（フルオラスタグ）を導入した化合物が、フッ

素系溶媒に選択的に溶解・抽出される事を利用して反応・精製する手法である。CSP-4 を

使用すれば、鎖長の異なるフルオラスタグを導入した化合物を、良好に分離・分析できる

事も報告されている 63),64)。 

 

 

第四節 小 括 

 

β-シクロデキストリン誘導体をキラルセレクターとするキラル固定相において、スペー

サー部位に糖鎖を導入した新規化学結合形キラル固定相（CSP-4）を設計し、そのエナン

チオ分離特性を評価した。その結果、従来のアルキル鎖スペーサーで連結された β-シクロ

Peak 1 : o-Methylhippuric Acid 

 

Peak 2 : m-Methylhippuric Acid 

 

Peak 3 : Hippuric Acid 

 

Peak 4 : p-Methylhippuric Acid 

Comparison of elution order 

CSP-4  1→2→3→4 

ODS 62)  3→1→4→3 
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デキストリン形固定相と比べて、ピーク形の向上の他、エナンチオ分離能自体の向上が認

められる場合が確認できた。これは、スペーサー部分の糖鎖の効果と考察している。CSP-4

は、キラルなフラボノイド類に対して、特に優れた分離能を示した。その他、酸性から中

性の様々な芳香族キラル医薬品分離への適用も可能であった。またアキラルな分析法への

適用例も示した。 
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第五章 水酸基をアセチル化した新規シクロデキストリン

形キラル固定相 

 

第一節 緒 言 

 

前章で、β-シクロデキストリンをキラルセレクターとしてスペーサー部分と糖鎖で連結

した CSP-4 が、従来のシクロデキストリン形キラル固定相とは分離特性が異なる事を示し

た。一方で、第一級及び第二級キラルアミンの場合には十分な分離能が得られない場合も

あった。 

シクロデキストリン形キラル固定相では、シクロデキストリン環水酸基を化学修飾すれ

ばエナンチオ分離能が変化する事が知られていて、水酸基をメチル化やフェニルカーバメ

ート化したタイプの固定相が市販されている 65)。水酸基をアセチル化した固定相も報告さ

れており 66),67)、一部のアミン化合物の分離例もある。しかし、多くのキラルアミン類に対

する系統的な分離特性は報告されていない。キラルアミンには、医薬品やその中間体、カ

テコールアミン等の生物活性物質、光学分割剤等多くの重要な化合物が含まれている。本

章では、分離対象化合物の範囲の拡大、特にキラルアミン化合物を分離対象として、CSP-4

と基本骨格は同じでシクロデキストリンの水酸基をアセチル化した新規キラル固定相

CSP-5（Fig. 5-1）を設計し、両者のエナンチオ分離特性を比較した。更に、第一級キラル

アミンに対する分離特性を、クラウンエーテル形キラル固定相（CSP-3）と比較した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5-1 Structure of acetylated β-cyclodextrin chiral stationary phase (CSP-5) 

 

R=H : CSP-4 

R=COCH3 : CSP-5 
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第二節 水酸基のアセチル化がエナンチオ分離特性に与える影響 

 

性能評価に用いた化合物の構造を Fig. 5-2 に示す。化合物 1～11 が第一級アミンとアミ

ノアルコール、化合物 12～15 が第二級アミンとアミノアルコール、化合物 16～18 がア

ミノ酸、そして化合物 19～22 が中性化合物（第三級アミンを含む）である。 

 

 

Primary amines and amino alcohols 

     1                    2                       3                           

 

 

1-phenylethylamine     1,2-diphenylethylamine    1-phenyl-2-(p-tolyl) ethylamine 
 

       4                    5               6                7 

 

 

(RS/SR)-2-amino-       phenylglycinol   phenylalaninol    (RS/SR)-norephedrine 

1,2-diphenylethanol                                                

    8                  9                 10              11 

 

 

   2-amino-1-phenylethanol   norphenylephrine     octopamine      noradrenaline 

 

Secondary amines and aminoalcohols 
 

       12                13               14                 15 

 

 

       adrenaline         synephrine        isoproterenol          etilefrine 

 

Amino acids 

 16                      17                   18 

 

 

   (RS/SR)-3-phenylserine       phenylalanine          tryptophan 

 

Neutral compounds 

     19                 20                21                22 

 

 

 

     tolperison    α-bromo-γ-butyro-lactone     flavanone     (RR/SS)-hydrobenzoin 

 

Fig. 5-2  Structure of racemates as analyte 
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これらのキラル化合物を、同じ移動相を用いて CSP-4 と CSP-5 の保持係数と分離係数を

比較した結果を Table 5-1 に示す。また化合物群ごとに、分離係数 1.1 以上で分離した化合

物の割合を Table 5-2 にまとめて示す。 

 

Table 5-1  Comparison of enantiomeric separation ability between CSP-4 and CSP-5 
 

No Compounds 
CSP-4 CSP-5 Mobile 

phase k1 α k1 α 

(Primary amine and aminoalcohol)   

1 1-phenylethylamine 0.07 1.00 1.31 1.21 a 

2 1,2-diphenylethylamine 0.44 1.18 2.98 1.64 c 

3 1-phenyl-2-(p-tolyl)ethylamine 0.77 1.10 3.50 1.34 c 

4 (RS/SR)-2-amino-1,2-diphenylethanol 0.59 1.20 3.68 1.81 b 

5 phenylglycinol 0.03 1.00 0.67 1.29 d 

6 phenylalaninol 0.68 1.00 5.18 1.11 d 

7 (RS/SR)-norephedrine 0.58 1.00 3.52 1.24 a 

8 2-amino-1-phenylethanol 0.27 1.00 2.16 1.23 d 

9 norphenylephrine 0.57 1.00 2.71 1.43 e 

10 octopamine 0.78 1.00 1.53 1.21 e 

11 noradrenaline 0.35 1.00 0.69 1.38 e 

(Secondary amine and aminoalcohol)      

12 adrenaline 0.48 1.00 0.98 1.32 e 

13 synephrine 0.94 1.00 2.05 1.21 e 

14 isoproterenol 0.62 1.00 1.23 1.27 e 

15 etilefrine 2.03 1.05 4.27 1.49 e 

(Amino acid)      

16 (RS/SR)-3-phenylserine 0.44 1.00 0.85 1.00 e 

17 phenylalanine 0.92 1.00 2.94 1.07 e 

18 tryptophan 1.29 1.00 5.03 1.13 e 

(Neutral compound)      

19 tolperison 2.00 1.26 3.83 1.00 f 

20 α-bromo-γ-butyrolactone 0.58 1.00 4.37 1.06 g 

21 flavanone 0.64 2.22 1.39 1.00 i 

22 (RR/SS)-hydrobenzoin 4.58 1.28 6.29 1.40 h 
 

Mobile phase : a) methanol/ 20 mmol/L phosphate buffer (pH 3.0) (2/98, v/v), b) methanol/ 20 

mmol/L phosphate buffer (pH 3.0) (5/95, v/v), c) methanol/ 20 mmol/L phosphate buffer (pH 3.0) 

(40/60, v/v), d) 20 mmol/L phosphate buffer (pH 3.0) , e) 20 mmol/L KH2PO4, f) methanol/20 

mmol/L ammonium acetate (60/40, v/v), g) methanol/water (50/50, v/v), h) methanol/water (30/70), 

i) acetonitrile/water (40/60, v/v). 
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Table 5-2  Summary of comparison of enantiomeric separation ability between CSP-4 and CSP-5 
 

 
Number of investigated 

compounds 

Number of separated 

compounds at α>1.07 

CSP-4 CSP-5 

Primary amine and aminoalcohol 11 (No. 1 - No. 11) 3 (27 %) 11 (100 %) 

Secondary amine and aminoalcohol 4 (No. 12 - No. 15) 0 (0 %) 4 (100 %) 

Amino acid 3 (No. 16 - No. 18) 0 (0 %) 2 (67 %) 

Neutral compound 4 (No. 19 - No. 22) 3 (75 %) 1 (25 %) 

The mobile phase of each sample is shown in the Table 5-1. 

 

※ Table 5-1 及び Table 5-2 は、公表主論文 2) Nishioka R., et al., Chromatography, 37, 65-71 

(2016)からデータを転載した。 

 

CSP-5 では評価した 15 化合物すべての第一級及び第二級アミンの分離係数は 1.07 以上

であったが、CSP-4 の場合は分離係数 1.07 以上を示した化合物は 3 化合物のみであった。

アミノ酸も同様の傾向を示した。しかし中性キラル化合物は逆の傾向を示し、CSP-4 の方

が分離係数の高い化合物が多かった。両者のエナンチオ分離特性の違いが明確な典型的ク

ロマトグラムを Fig. 5-3 に示す。 

 

(a) flavanone (neutral compound)            (b) (RS/SR)-norephedrin (primary amine) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5-3  Comparison of chromatograms between CSP-4 and CSP-5 

Mobile phase : (a) acetonitrile/water (40/60, v/v), (b) methanol/20 mmol/L phosphate buffer (pH 

3.0) (2/98, v/v). 
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CSP-4 と CSP-5 の固定相の化学構造の違いは、シクロデキストリン環水酸基のアセチル

化の有無のみであるにも関わらずエナンチオ分離特性は大きく相違していた。CSP-5 は

CSP-4 に比べて、キラルアミンに対して汎用的に優れた分離能を示す。またキラルアミン

に対する保持時間を比較すると、CSP-4 より CSP-5 の方が保持が強くなる傾向が認められ

た。従って固定相と試料のキラルアミンとの間の相互作用は CSP-5 の方が強いと考えられ

る。シクロデキストリン形キラル固定相の分離メカニズムは、試料とのエナンチオメリッ

クなホストゲスト相互作用に依存するが、シクロデキストリン環表面と試料との水素結合

が保持とエナンチオ分離に関与していると考察した。水酸基やアミノ基は水素結合のドナ

ーとなるため、シクロデキストリン環の表面に多くの水酸基が存在すると、試料アミノ基

との水素結合は強く発現しない。一方、水酸基がアセチル化されると水素結合のアクセプ

ターが増加するため、アミノ基との間で水素結合が強く発現して保持・分離に関与し、シ

クロデキストリンとのホストゲスト相互作用を増強していると考えている。 

 

これらの結果は、シクロデキストリン水酸基の化学修飾がエナンチオ分離特性に大きな

影響を与える事を示している。対象化合物の構造によって、最適のキラル固定相を選択す

る事が重要である。 

 

更に、試料として使用したアミノアルコールの化学構造と CSP-5 のエナンチオ分離特性

について考察した。構造の類似した 4 種のキラルアミノアルコール誘導体に対する CSP-5

の分離係数を Fig. 5-4 に再掲する。 

 

 

 

 

 

 

                      

 

 

 

 

 

 

Fig. 5-4  Enantiomeric separation ability of CSP-5 for amino alcohols of similar structure 

Mobile phase : 20 mmol/L KH2PO4 (same data as Table 5-1). 

4-hydroxy phenyl  

group 

3,4-dihydroxy phenyl  

group 

octopamine (α=1.21)         synephrine (α=1.21) 

noradrenaline (α=1.38)         adrenaline (α=1.32) 

secondary amine primary amine 
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オクトパミンとシネフリンは、他の部分の構造が同じ第一級アミンと第二級アミンであ

るが分離係数は同じであった。ノルアドレナリンとアドレナリンも同様の関係で分離係数

に大きな差は認められなかった。これらの結果から、キラルアミノアルコールにおいて、

アミノ基が第一級か第二級であるかは、CSP-5 のエナンチオ分離能に大きくは影響しない

と考えられる。一方、オクトパミンとノルアドレナリンはともに第一級アミンであるが、

フェニル基に置換した水酸基を複数もつカテコール構造（3,4-ジヒドロキシ体）を有する

ノルアドレナリンの分離係数が有意に大きくなった。同様に第二級アミンのシネフリンと

アドレナリンの比較でもカテコールアミンであるアドレナリンの分離係数が大きかった。

キラルアミノアルコールにおいては、フェニル基の置換基がエナンチオ分離能に影響する

事が示唆される。シクロデキストリン形固定相では、ゲストのフェニル基部分がホストの

シクロデキストリン空孔に包接されると考えられているが、今回の実験結果もこれを支持

している。 

 

 

第三節 水酸基アセチル化シクロデキストリン形キラル固定相を用いたアプ

リケーション 

 

第一項 キラルアミン及びアミノアルコールの分離 

 

CSP-5 は不斉炭素近傍にアミノ基を持った芳香族キラルアミンやアミノアルコール化合

物に対して、汎用的に優れた分離能を示す事が明らかになった。アミン類には、キラル分

離の必要性の高い重要な化合物が多く、CSP-5 はその分析法開発の手段として有用である。 

 

Table 5-1 に示した化合物 1～3 はキラル第一級アミン、化合物 4～11 は第一級アミノ基

を含むキラルアミノアルコールであるが、CSP-5 はこれら全ての化合物に対して良好なエ

ナンチオ分離能を示した。第三章で述べた様に、キラル第一級アミンの分離には、クラウ

ンエーテル形キラル固定相である CSP-3 も有効である。しかし、CSP-3 の場合、アミノア

ルコールの分離は順相系移動相を使用する必要があり、逆相系移動相では保持力が弱く分

離が難しい場合が多い。それに対して CSP-5 は、逆相系移動相でキラル分離が可能である

ため、分析設計が容易で環境負荷が低い条件を使って測定できる。 

 

キラル第一級アミンのうち、1-フェニル-2-(p-トリル)エチルアミン（PTE）の光学活性体

は、ジアステレオマー塩法による菊酸の光学分割用アミンとして使用される
68)
。ピレスロ

イド系殺虫剤の酸成分である菊酸には複数の鏡像異性体が存在するが、異性体間でその効

力が異なる。菊酸の光学分割剤である PTE は試薬としての光学純度検定が必要で、CSP-5
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はその目的で使用できる。またノルエフェドリンは覚せい剤原料に指定されており、合成

法の違いにより鏡像異性体比が異なるため、科学捜査分析では流通経路特定等の目的で光

学純度が測定されている。ノルエフェドリンのキラル分離分析法としては、例えば、GC

法 69)
, キャピラリー電気泳動法 70)、順相 HPLC 法 71),72)

 等多くの報告例がある。キラル

HPLC 法で CSP-5 を使用するメリットとして、一般的によく用いられる逆相系移動相を使

用できる点が挙げられる。逆相 HPLC 分析で汎用される ODS カラムと同様に、リン酸緩

衝液とメタノールの混合液を移動相として使用するので分析操作が容易である。Fig. 5-5

に CSP-5 を用いたキラル第一級アミンとアミノアルコールのクロマトグラム例を示す。 

 

 

(a) 1,2-diphenylethylamine    (b) 1-phenyl-2-(p-tolyl)ethylamine   (c) (RS/SR)-norephedrine  

                              

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5-5  Chromatograms of chiral primary amins using CSP-5 

Mobile phase : (a)(b) methanol/ 20 mmol/L phosphate buffer (pH 3.0) (40/60, v/v), (c) methanol/ 

20 mmol/L phosphate buffer (pH 3.0) (2/98, v/v). 

 

 

CSP-5 は、第二級アミノ基を含むキラルアミノアルコールに対しても良好なエナンチオ

分離能を示した。例えば、血管収縮薬や気管支拡張薬として用いられるアドレナリン、そ

の関連化合物で β 作動薬のイソプロテレノールやメタプロテレノール、血管収縮剤のエチ

レフリン等のキラル分離に有効である。キラル第二級アミンは、クラウンエーテル形キラ
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ル固定相では分離する事はできないので、CSP-5 はキラル第二級アミンのキラル分離メソ

ッドを作成するための有力な選択肢となる。Fig. 5-6 に、アドレナリンとイソプロテレノー

ルの分離クロマトグラム例を示す。 

アミノアルコールのキラル分離には、シクロデキストリン形固定相以外に配位子交換型

キラル固定相も有用であり、多くのキラル 2-アミノエタノール誘導体の直接分離が達成さ

れている。しかし配位子交換型キラル固定相では、移動相に硫酸銅を添加する必要があり、

LC/MS に直接接続するには不向きである。シクロデキストリン形固定相は逆相系移動相が

使用できるので、LC/MS への適用の観点で実用的に使いやすい。  

 

 

 

(a) Adrenaline                            (b) Isoproterenol 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5-6  Chromatograms of adrenaline and isoproterenol using CSP-5 

Mobile phase : (a)(b) 20 mmol/L KH2PO4. 

 

 

 

第二項 移動相条件の影響 

 

CSP-5 は、メタノールとリン酸緩衝液の混合液を標準的移動相として使用するが、ノル

エフェドリンのキラル分離を例にして、移動相の最適条件を検討した。リン酸緩衝液の pH

を変化させた時の保持係数と分離係数の変化を Fig. 5-7 に示す。 
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Fig. 5-7  Effect of pH in mobile phase on the separation of norephedrin using CSP-5 

 
 

※ Fig. 5-7 は、公表主論文 2) Nishioka R., et al., Chromatography, 37, 65-71 (2016)からデータ

を転載した。 

 

Fig. 5-7 では、移動相 A（pH 3.0）の保持係数と分離係数を 1.0 とした時の各移動相にお

ける相対値をプロットした。その結果 pH 値の上昇に伴い保持時間が長くなったが、分離

係数に大きな違いは見られなかった。pH 3.0 の酸性緩衝液の使用により、適度な保持時間

と良好な形状ピークが得られた。またリン酸緩衝液の代わりに、酢酸アンモニウム水溶液

を用いた場合も同等の分離が得られたため、CSP-5 は LC/MS に直結した分析にも適用でき

ると考えている。 

 

 

第三項 アキラルアミンの分析 

 

シクロデキストリン形キラル固定相である CSP-5 は、CSP-4 と同様にキラル分離だけで

なくアキラル分析にも利用できる。アキラルアミンの測定例として、不揮発性腐敗アミン

のクロマトグラムを Fig. 5-8 に示す。不揮発性腐敗アミンは、食品が腐敗する際に微生物

がアミノ酸から脱炭酸して生成するアミン類で、食中毒の諸症状を引き起こす可能性があ

るため迅速に分析する必要がある。CSP-5 を用いると不揮発性腐敗アミン 4 化合物（ヒス

タミン、チラミン、2-フェネチルアミン、トリプタミン）が良好に分離された事から、高

極性アミン化合物等のアキラル分析においてもカラム選択肢の 1 つとなる事が示唆された。 

 

 

Mobile phase 

A : methanol / 20 mmol/L phosphate 

buffer (pH 3.0)  (2/98, v/v) 

B : methanol / 20 mmol/L phosphate 

buffer (pH 4.0)  (2/98, v/v) 

C : methanol / 20 mmol/L phosphate 

buffer (pH 5.0)  (2/98, v/v) 

D : methanol / 20 mmol/L phosphate 

buffer (pH 6.0)  (2/98, v/v) 

E : methanol / 20 mmol/L phosphate 

buffer (pH 7.0)  (2/98, v/v) 
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Fig. 5-8 Chromatogram of achiral putrefactive non-volatile amines using CSP-5 

Mobile phase : acetonitrile/20 mmol/L ammonium acetate aq. (75/25, v/v). 

 

 

 

第四節 1-アリールエチルアミン類の分離におけるクラウンエーテル形とシク

ロデキストリン形キラル固定相のエナンチオ分離特性の比較 

 

第三章で述べたクラウンエーテル形キラル固定相（CSP-3）と本章のアセチル化シクロ

デキストリン形キラル固定相（CSP-5）は、何れも第一級アミノ基を有するキラルアミン

類の分離に有効である。どちらも、ゲストアミンとキラルセレクターの間のホストゲスト

相互作用に基づいてキラル識別が達成されるが、その分離メカニズムは異なり使用する移

動相の条件も変化する。キラルアミン類の分離メソッド開発の際に、分離対象化合物に適

したキラル固定相を選択するための指標とする目的で、代表的なキラル第一級アミンであ

る 1-アリールエチルアミン類を使用してエナンチオ分離特性を比較した。Table 5-3 に試料

とした 9種類の 1-アリールエチルアミン類の構造式と CSP-3あるいは CSP-5におけるそれ

ぞれの分離係数と保持係数を示す。 

 

 

※ Table 5-3 は、公表主論文 4) 西岡亮太. LC と LC/MS の知恵, 1, 41-49 (2020)からデータを

転載した。 

  

1  histamine    2  tyramine 

3  2-phenethylamine   4  tryptamine 
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Table 5-3  Comparison of enantiomeric separation ability between CSP-3 and CSP-5 

 

Compounds CSP k1 α 
Mobile 

phase 

Elution 

order 

1-(1-naphthyl)ethylamine CSP-3 1.18 1.56 a (S) – (R) 

CSP-5 1.15 1.00 d  

      

1-(2,4-dichlorophenyl)ethylamine CSP-3 1.89 1.24 b  

CSP-5 1.33 1.00 d  

      

1-(3-chlorophenyl)ethylamine CSP-3 1.31 1.04 b  

CSP-5 1.10 1.22 d  

      

1-(4-chlorophenyl)ethylamine CSP-3 1.29 1.07 b  

CSP-5 2.64 1.14 d  

      

1-(4-bromophenyl)ethylamine CSP-3 1.86 1.05 b  

CSP-5 4.75 1.11 d  

      

1-(p-tolyl)ethylamine CSP-3 1.40 1.09 c (S) – (R) 

CSP-5 0.92 1.11 d (S) – (R) 

      

1-phenylethylamine CSP-3 0.76 1.09 c (S) – (R) 

CSP-5 1.15 1.17 e (S) – (R) 

      

1,2-diphenylethylamine CSP-3 1.29 1.00 a  

CSP-5 1.58 1.78 f  

      

1-phenyl-2-(p-tolyl)ethylamine CSP-3 2.12 1.00 a  

CSP-5 1.84 1.42 f (S) – (R) 

      

 

Mobile phase : a) methanol/HClO4 aq. (pH 1.8) (40/60, v/v), b) methanol/HClO4 aq. (pH 1.8) 

(20/80, v/v), c) methanol/HClO4 aq. (pH 1.8) (5/95, v/v), "HClO4 aq" means perchloric acid 

aqueous solution adjusted to pH 1.8.  d) methanol/phos aq. (pH 3.0) (30/70, v/v), e) 

methanol/phos aq. (pH 3.0) (4/96, v/v), f) methanol/phos aq. (pH 3.0) (50/50, v/v), "phos aq." 

means 20 mmol/L NaH2PO4 aqueous solution adjusted to pH 3.0 by adding H3PO4 
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CSP-3 と CSP-5 を比較すると、ゲストとなる 1-アリールエチルアミン類の置換基の違

いで両者のエナンチオ分離特性は大きく異なる。CSP-3 は、1-(1-ナフチル)エチルアミンと

1-(2,4-ジクロロフェニル)エチルアミンに対して分離係数が 1.2 以上の優れた分離能を示し

たが、CSP-5 ではこれらの化合物は分子量の大きさの割に保持特性が小さくなり両者の分

離能には大きな差が生じた。1-フェニルエチルアミンとそのモノ置換誘導体の場合は

CSP-3 の分離係数 は 1.1 未満で、1-アリールエチルアミンの 1 位置換基がモノクロロフェ

ニル基とジクロロフェニル基で分離能に大きな差が認められた。逆に CSP-5 はこれらのア

ミン類で良好な分離能を示した。また、1-アリールエチルアミンの 2 位に更にアリール基

を導入した 1,2-ジフェニルエチルアミンと 1-フェニル-2-(p-トリル)エチルアミンの場合は、

CSP-3 では保持時間は長くなるが、この条件下でキラル分離は達成されず、1-アリールエ

チルアミン類 2 位への置換基導入は分離能の向上に寄与しないと考察される。しかし 1,2-

ジフェニルエチルアミンと 1-フェニル-2-(p-トリル)エチルアミンを CSP-5 で分離すると、

CSP-3 の結果とは逆に分離係数が 1.4 以上に達し、顕著に優れたエナンチオ分離能が示さ

れた。 

 

CSP-3 と CSP-5 のエナンチオ分離特性の違いは、ホストゲスト相互作用の相違に起因す

ると考えられる。Fig. 5-9 にクラウンエーテルとシクロデキストリンの空孔サイズとゲスト

分子の大きさのイメージ図を同縮尺で示した。18-クラウン-6の空孔径は約 0.26～0.32 nm
73) 

であり、CSP-3 のキラルセレクターである擬 18-クラウン-6 も同程度と考えられる。クラ

ウンエーテルはゲストのアンモニウム塩部位を包接してホストゲスト錯体を形成するが、

CSP-3 では 1-アリールエチルアミン 1 位不斉炭素にジクロロフェニル基やナフチル基のよ

うな嵩高いアリール基が結合するゲストは、ホスト側フェニル基との立体障害により、鏡

像異性体間でホストゲスト錯体の安定性に差異が生じ、その結果大きなエナンチオ分離能

を示すと考えている。一方シクロデキストリン形固定相では、Fig. 5-4 のアミノアルコール

の分離特性でも考察した様に、ゲストのアリール基を包接してホストゲスト錯体を形成す

ると考えられる。 β-シクロデキストリンの空孔径は約 0.6～0.7 nm
74) 

であるため、CSP-5

では、1-アリールエチルアミン 1 位の平面上に広がった芳香環の立体障害により、シクロ

デキストリン空孔にゲストを十分に取り込む事ができず、保持能力が低下するため十分な

エナンチオ分離能が得られないと推察している。CSP-5 の場合、同じ移動相で 1-フェニル

エチルアミン芳香環上に塩素を導入すると、1-(4-クロロフェニル)エチルアミンより 1-(2,4-

ジクロロフェニル)エチルアミンの方が保持時間が短くなる事実もその根拠である。 
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Fig. 5-9  Comparison of cavity size of 18-crown-6 ether and β-cyclodextrin and image of guest 

molecule size (described at the same scale) 

 

 

 

次に光学活性体が市販されている化合物を用いて鏡像異性体の溶出順を確認した。

CSP-3 と CSP-5 何れも 1-フェニルエチルアミンと 1-(p-トリル)エチルアミンは(S)体(R)体の

順で溶出した。また、CSP-3 における 1-(1-ナフチル)エチルアミンと CSP-5 における 1-フ

ェニル-2-(p-トリル)エチルアミンも(S)体が先に溶出した。これらの結果から、キラルアミ

ン類の分離における鏡像異性体溶出順はともに同じ傾向を示すと考えられる。 

 

以上 1-アリールエチルアミン類のキラル分離では、同じ化合物に対する CSP-3 と CSP-5 

のエナンチオ分離特性に顕著な差が認められ、互いに相補的な分離能を示した。これはホ

ストゲスト相互作用の相違に起因すると考えられる。前節までに述べた様に、CSP-5 は、

カテコールアミン等のキラルアミノアルコールや第二級アミンのキラル分離も可能で、分

離対象となるアミン化合物の種類が多くキラルアミン分離メソッド開発における主要な選

択肢となる。しかし、第一級アミンでは対象化合物の化学構造に依存して CSP-3 の方が分

離しやすい場合があるので、固定相の特性を考慮して選択する事で分離対象となるアミン

about 0.4 nm 

The aromatic ring is presumed 

to be included in the 

β-cyclodextrin cavity 

 

The amino group is presumed to be 

included in the crown ether cavity 

 

Cavity size : about 0.6-0.7 nm 

Guest molecular (1-phenylethylamine) 

 

Structure of pseudo-18-crown-6-ether 

(Chiral selector of CSP-3) 

Structure image of β-cyclodextrin 

(Chiral selector of CSP-5) 

 

Cavity size : about 0.26-0.32 nm 
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化合物範囲の拡大が期待される。それぞれの固定相を用いたキラル分離クロマトグラムを

Fig. 5-10 に示す。 

 

 

(a) CSP-3                                   (b) CSP-5  

    1-(2,4-dichlorophenyl)ethylamine                 1-(3-chlorophenyl)ethylamine 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5-10  Chromatogram of chiral 1-arylethylamines using CSP-3 and CSP-5 

The mobile phases are shown in Table 5-3. 

 

※ Fig. 5-10 は、公表主論文 4) 西岡亮太. LC と LC/MS の知恵, 1, 41-49 (2020)からデータを

転載した。 

 

 

第五節 小 括 

 

β-シクロデキストリン誘導体をキラルセレクターとするキラル固定相では、シクロデキ

ストリンの水酸基の修飾の有無がエナンチオ分離特性に大きく影響を及ぼす事を見出した。

未修飾（遊離水酸基をもつ）の固定相CSP-4は酸性から中性化合物の分離に有効であるが、

アセチル化した固定相 CSP-5はキラルアミンの分離に優れた性能を示す事が明らかになっ

た。CSP-5 は、第一級、第二級アミンやアミノアルコール、アミノ酸等、分離対象となる

アミン化合物の種類が多く、キラルアミンの分離メソッド開発におけるキラル固定相の主

要な選択肢であると考えている。 
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1-アリールエチルアミン類を試料とした、CSP-5 とクラウンエーテル形キラル固定相

CSP-3 のエナンチオ分離特性を比較したところ、試料置換基の違いにより分離特性も異な

り、相補的な分離能を示す事が判った。これは両者ホストゲスト相互作用の違いに起因す

ると考えられるが、これらのキラル固定相分離特性を考慮して選択・使用する事で、キラ

ルアミンの効果的分離メソッドの開発が可能となる。 
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第六章 コアシェルシリカを担体とする新規らせんポリマ

ー形キラル固定相 

 

第一節 緒 言 

 

前章までに様々な新規キラル固定相の開発と評価を行い、その結果、不斉炭素付近にア

ミノ基が導入された芳香族キラル化合物の多くは、その化学構造に依存する事なく、CSP-3

あるいは CSP-5 の何れかを用いればキラル分離できる事が明らかとなった。また、分子内

にアミノ酸やカルボキシル基をもつキラル化合物は、その多くが既存のキラル固定相で分

離できるが、アミノ基やカルボキシル基が共存しないキラル化合物は分離が難しい事が多

い。本章では、アミノ基やカルボキシル基を持たない分離成功率が低いキラル化合物の分

離を目的とした新規キラル固定相の設計を目指し、従来とは異なるキラルセレクターとし

てらせん状ポリ（ジフェニルアセチレン）誘導体に着目して検討した。 

同時にコアシェルシリカを担体として適用した。コアシェルシリカとは、中心部に無孔

性のコアがあり表面のみが多孔性素材の表面多孔性シリカ粒子で、HPLC カラムの優れた

担体として注目されている 75),76)。その粒子構造のイメージを Fig. 6-1 に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6-1  Image diagram of core-shell silica support 

 

コアシェル粒子は表面の多孔質層が薄いため、 試料成分が粒子内に入り込み再び出て

くるときの拡散距離が短くなる。その結果、全多孔性粒子よりもピークがシャープになり

分離に要する時間を短縮できる。HPLC で分析時間を短縮する手法としては、粒径 2 μm 以

下の微粒子担体を用いる超高速液体クロマトグラフィー（UHPLC）が実用化されている。

しかし、粒径の 2 乗に反比例してカラム圧が上昇するため、微粒子担体を用いる場合は抗

耐圧性専用装置が必要となる。コアシェル担体は、一般の HPLC 装置で使用される程度の

粒径（3～5 μm）で分析時間を短縮できるため移動相溶媒の量も削減される。ODS カラム

等の汎用カラムでは既にコアシェル担体が広く実用化され 75),76)、キラル固定相への適用も

報告されている 77),78) が市販されているコアシェル形キラル固定相は少ない。本章では、

Central core 

(non-porous) 
Surface porous layer 
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コアシェルシリカを担体とするらせんポリマー形キラル固定相の開発と評価について述べ

る。 

 

 

第二節 試料の官能基に対するエナンチオ分離特性 

 

らせん状ポリジフェニルアセチレン誘導体はMaedaらが開発した新しいタイプのキラル

セレクターで、HPLC 用のキラル固定相として様々なキラル化合物の分離例が報告されて

いる 79)-80)。一方向巻きのらせんポリマーそのものがエナンチオ分離能を示すが、らせんポ

リマーのペンダント分子の構成成分であるフェニル基に置換基を導入すると、置換基の構

造によって分離特性が大きく変化する事が報告されている 79)。今回検討したのは、ポリジ

フェニルアセチレンのペンダントフェニル基 p 位のカルボキシル基を(R)-ナフチルエチル

アミド誘導体に変換した新規キラルセレクター（Fig. 6-2）である。このポリマーをコアシ

ェルシリカ担体にコーティングしてキラル充塡剤を調製した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6-2  Structure of chiral selector of CSP-6 
 
 

ペンダント分子上の置換基が、(R)-ナフチルエチルアミドであるらせんポリマーのエナ

ンチオ分離特性は報告されていないので、先ず、試料の不斉炭素原子に結合した官能基の

エナンチオ分離特性を、n-ヘキサン/2-プロパノール系の順相系移動相を用いて評価する事

とした（Fig. 6-3）。 

 

 

 

 

Fig. 6-3. The basic structure of ethylbenzene derivatives as analyte 

helical polymer 1 chiral selector of CSP-6 
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その結果、R = OH（1-フェニルエタノール）の場合に、α = 1.60 と大きな分離係数が得

られ、R = COOH（2-フェニルプロピオン酸）でも分離係数は 1.24 を示した。しかし R が

エステル基やニトリル基の場合には保持が十分ではなくキラル分離は不十分であった。ま

た R が一級アミノ基の場合は、保持時間が非常に長くなり、1 本のブロードピークが観察

された。これらの結果から、CSP-6 は試料官能基に対する特異性が高く、不斉炭素付近に

水酸基をもつキラルアルコールに対して特に優れたエナンチオ分離能を示す事が示唆され

た。 

 

 

第三節 らせんポリマー形キラル固定相を用いたアプリケーション 

 

第一項 第二級キラルアルコールの分離 

 

CSP-6 のキラルアルコールに対するエナンチオ分離特性を、置換基の異なる様々な構造

の芳香族キラルアルコールを試料として評価した。先ず、不斉炭素上に水酸基をもつ芳香

族第二級アルコールに対する分離特性を検討した。1-フェニルエタノールとその誘導体に

対するエナンチオ分離能を Table 6-1 に、1-フェニルエタノールのフェニル基に置換基を導

入した化合物に対する分離能を Table 6-2 に示した。 

 

 

Table 6-1  Enantiomeric separation ability of CSP-6 toward aromatic secondary alcohols (1) 
 

 Compound name R k1 α 

 1-phenylethanol -CH3 1.58 1.60 

 1-phenyl-1-propanol -CH2CH3 1.51 1.62 

 1-phenyl-1-butanol -CH2CH2CH3 1.65 1.17 

 1-phenyl-1-pentanol -CH2CH2CH2CH3 1.40 1.25 

Mobile phase : 2-propanol/n-hexane (5/95, v/v) 

 

 

※ Table 6-1 は、公表主主論文 3) Nishioka R., et al., Chromatography, 40, 169-173 (2019)からデ

ータを転載した。 
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Table 6-2  Enantiomeric separation ability of CSP-6 toward aromatic secondary alcohols (2) 

 

Compound name R k1 α 

1-phenylethanol 

 

 

 

1.58 1.60 

1-phenyl-2-propanol 
 

 

 
1.24 1.44 

1-(p-tolyl)ethanol 
 

 1.14 1.21 

1-(4-chlorophenyl)ethanol 
 

 

 

1.70 1.25 

1-(2-chlorophenyl)ethanol 

 

 

 
1.35 1.42 

1-(3-chlorophenyl)ethanol 

 

 

 
1.87 1.87 

1-(1-naphthyl)ethanol 

 

2.03 1.30 

Mobile phase : 2-propanol/n-hexane (5/95, v/v) 

 

※ Table 6-2 は、公表主論文 3) Nishioka R., et al., Chromatography, 40, 169-173 (2019)からデー

タを転載した。 

 

 

CSP-6 は様々な芳香族第二級アルコールに対して、概ね分離係数 1.2 以上の優れた分離

能を示す事が認められた。試料の化学構造とエナンチオ分離特性との関係を考察すると、

1-フェニルエタノールに対しては非常に大きな分離係数を示したが、不斉炭素に結合する

アルキル基の鎖長が長くなる程、あるいは、1-フェニルエタノールのフェニル基に置換基

が導入されると、分離能が低下する傾向が認められた。但し、1-(3-クロロフェニル)エタノ

ールは、例外的に 1-フェニルエタノールを上回る大きな分離係数が得られた。クロロフェ

ニルエタノールは塩素原子の置換位置によって分離係数が大きく異なり、官能基の種類だ

けでなくその立体配置や配向性もエナンチオ分離特性に寄与すると考えられる。Table 6-1

と 6-2 に示した化合物以外では、シクロヘキサン環に水酸基を導入した第二級アルコール

である trans-2-フェニル-1-シクロヘキサノールも大きな分離係数を示した。第二級キラル

アルコールの分離クロマトグラム例を Fig. 6-4 に示す。 
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 (a) 1-phenyl-1-propanol       (b) 1-phenyl-2-propanol      (c) 1-(3-chlorophenyl)ethanol 

                           

   

                        

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6-4  Chromatograms of chiral aromatic secondary alcohols using CSP-6.  

Mobile phase : 2-propanol/n-hexane (5/95, v/v), same conditions for (a), (b), (c).  

 

 

第二項 第三級及び第一級キラルアルコールの分離 

 

芳香族第二級アルコールと第三級アルコールに対する CSP-6 のエナンチオ分離能を

Table 6-3 に示す。第三級アルコールは第二級アルコールと同様、不斉炭素に水酸基が直結

している。芳香族第二級アルコールと、その不斉炭素に結合する水素をメチル基に変換し

た第三級アルコール 2組の化合物（2-フェニル-2-ブタノールと 1-フェニル-1-プロパノール、

及び 2-フェニル-4-ペンテン-2-オールと 1-フェニル-3-ブテン-1-オール）に対する分離能を

比較した結果、分離係数は第二級アルコールの方が大きくなった。これら 2 組の化合物は、
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化学構造的には不斉炭素上にメチル基があるか無いかの相違だけでありメチル基の導入に

より分離能の変化が発現している。 

 

Table 6-3  Comparison of enantiomeric separation ability of CSP-6 between aromatic tertialy and 

secondary alcohols  
 

Compound name Structure k1 α 

2-phenyl-2-butanol 

 

 

1-phenyl-1-propanol 

 

 

 

 

 

 

1.14 

 

 

1.51 

1.42 

 

 

1.62 

2-phenyl-4-pentene-2-ol 

 

 

1-phenyl-3-butene-1-ol 

 

 

 

 

 

 

 

0.81 

 

 

1.89 

1.26 

 

 

1.55 

Mobile phase : 2-propanol/n-hexane (5/95, v/v) 

 

 

次に、芳香族第一級アルコールに対する CSP-6 のエナンチオ分離能を Table 6-4 に示す。

第一級アルコーは、不斉炭素に隣接する β-炭素に水酸基が結合しているが、ここに示す 2

種の第一級アルコール（2-フェニル-1-プロパノール及び 2-フェノキシプロパノール）では、

何れも分離係数 1.4 以上の十分大きな分離能が認められた。水酸基が不斉炭素に直結して

いないキラルアルコールも、CSP-6 で分離できる事が明らかになった。 

 

 

Table 6-4  Enantiomeric separation ability of CSP-6 toward aromatic primary alcohols  
 

Compound name Structure k1 α 

 

2-phenyl-1-propanol 

 

 

2-phenoxypropanol 

 

 

 

 

1.51 

 

 

1.14 

 

1.62 

 

 

1.42 

Mobile phase : 2-propanol/n-hexane (5/95, v/v) 

 

※ Table 6-3 及び Table 6-4 は、公表主論文 3) Nishioka R., et al., Chromatography, 40, 169-173 

(2019)からデータを転載した。 
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以上、CSP-6 の様々な芳香族キラルアルコールに対するエナンチオ分離能が確認された。

但し、不斉炭素付近の置換基に依存してその分離能には差が生じ、特に、不斉炭素に 1 個

の水素が結合している第二級アルコールに対して優れた分離能を示す傾向が認められた。 

 

移動相の影響については第四項で述べるが、中性化合物であるアルコールの分離におけ

る移動相は、2-プロパノールと n-ヘキサン混合液で他の添加剤を加える必要はなかった。

そのため、移動相の条件設定が容易である。CSP-6 を用いた芳香族キラル第三級及び第二

級アルコールのクロマトグラム例を Fig. 6-5 に示す。 

 

 

 

 (a) 2-phenyl-4-pentene-2-ol     (b) 1-phenyl-3-butene-1-ol      (c) 2-phenyl-1-propanol 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6-5  Chromatograms of chiral aromatic tertiary and primary alcohols using CSP-6 

Mobile phase : 2-propanol/n-hexane (5/95), same conditions for (a), (b), (c). 
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第三項 アルコール以外のキラル化合物の分離 

 

アルコール以外の化合物に対する CSP-6 のエナンチオ分離能を Table 6-5 に示す。第二節

で示した通り、CSP-6 には水酸基以外に分子内にカルボキシル基をもつ芳香族キラル化合

物の分離能も認められる。不斉炭素にカルボキシル基が結合した N-ベンゾイル体、N-アセ

チル体等、アミノ酸の N 保護体に対して、CSP-6 は優れた分離能を示した。その他、1-フ

ェノキシシクロヘキサノンやパントイルラクトン等、ケトンやラクトン類に対してもエナ

ンチオ分離能が認められた。使用する移動相は、中性化合物の場合にエタノールと n-ヘキ

サンの混合液が適していたが、分子内にカルボキシル基をもつ酸性化合物の分離では、エ

タノールと n-ヘキサン混合液に少量のトリフルオロ酢酸を添加する必要があった。 

キラル化合物の中でも、アミノ基やカルボキシル基のような塩基性あるいは酸性官能基

を持たない化合物は、従来のキラル固定相では分離成功率が低い事が多い。しかし CSP-6

はこのようなキラル化合物に対しても有効な選択肢になると考えられる。CSP-6 を用いた

アルコール以外の化合物のクロマトグラム例を Fig. 6-6 に示す。 

 

 

Table 6-5  Enantiomeric separation ability of CSP-6 toward chiral compounds other than alcohol 

 

Compound name Structure k1 α 
Mobile phase 

(v/v/v) 

N-benzoylleucine 

 

 

 

1.27 1.49 
E/H/TFA 

(10/90/0.1) 

N-acetylleucine 

 

 

 

4.29 1.22 
E/H/TFA 

(5/95/0.02) 

trans-stylbenoxide 
 

 4.24 1.35 
2-PA/H 

(0.02/100) 

pantolactone 

 

 

 

4.22 1.34 
2-PA/H 

(5/95) 

2-phenylcyclohexanone 

 

 

 

2.31 1.53 
2-PA/H 

(0.02/100) 

  Mobile phase abbreviation : E ethanol, 2-PA 2-propanol, H n-hexane, TFA trifluoroacetic acid 

 

※ Table 6-5 は、公表主論文 3) Nishioka R., et al., Chromatography, 40, 169-173 (2019)からデー

タを転載した。 
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(a) N-benzoylleucine       (b) trans-stylbenoxide       (c) 2-phenylcyclohexanone 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6-6  Chromatograms of chiral compounds other than alcohol using CSP-6.  

Mobile phase : (a) ethanol/n-hexane/trifluoroacetic acid (10/90/0.1, v/v), (b) 2-propanol/n-hexane 

(0.02/100, v/v), (c) 2-propanol/n-hexane (1/99, v/v). 

 

 

 

第四項 移動相の効果 

 

CSP-6 は 2-プロパノール/n-ヘキサン系の順相系移動相を用いてキラル分離を行う事がで

きる。芳香族アルコール等の中性化合物に対する標準的移動相組成は 2-プロパノール/n-

ヘキサン（5/95, v/v）で、中性化合物を測定・分離する場合にも、2-プロパノール/n-ヘキ

サン混合液の他に酸等の添加剤を加える必要は原則として無かった。2-プロパノールの濃

度を調整して保持時間を最適化すればメソッド作成が可能となる。なお分離係数が大きい

化合物、例えば、trans-2-フェニル-1-シクロヘキサノール等ではピークがテーリングする事

があった（Fig. 6-7 (a)）。このような場合は、2-プロパノールをエタノールに変更すると、

分離係数はやや低下するもののピーク形状は大きく改善された（Fig. 6-7 (b)）。 
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  (a)                  (b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6-7 Comparative chromatograms of mobile phase in the chiral separation of trans-2-phenyl- 

1-cyclohexanol using CSP-6.  

Mobile phases ; (a) 2-propanol/n-hexane (5/95, v/v), (b) ethanol/n-hexane (5/95, v/v). 

 

※ Fig. 6-7 は、公表主論文 3) Nishioka R., et al., Chromatography, 40, 169-173 (2019)からデー

タを転載した。 

 

 

保持時間は、移動相中の 2-プロパノールあるいはエタノール濃度を変えて調整するが、

CSP-6 はコアシェルシリカ担体を用いているので、一般的な粒子型担体を用いたキラル固

定相と比較すると分析時間を短くする事ができる。キラル分析は通常 20 分以上を要する事

が多いが、CSP-6 の場合には保持時間を 10 分～15 分程度に調整すれば、多くの化合物で

ベースライン分離が達成された。分析時間短縮も CSP-6 の実用的な特長である。 

 

 

第四節 らせんポリマー形キラル固定相の耐久性 

 

通常使用する移動相は 2-プロパノールと n-ヘキサン混合液であるが、2-プロパノールよ

りも溶出力の強いエタノールを添加した移動相に対する CSP-6 の耐久性を評価した。

trans-2-フェニル-1-シクロヘキサノールをテストサンプルとして、エタノール/n-ヘキサン

（5/95, v/v）を 0.2 mL/min の流速でカラムに連続通液し、適当な間隔でテストサンプルを
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分析して分離能の変化を観察した（Fig. 6-8）。その結果、通液 220 時間まで、試料の trans-2-

フェニル-1-シクロヘキサノールの分離係数と保持時間に変化は見られなかった。また、カ

ラム圧とピーク形状にも変化は認められなかった。CSP-6 は化学結合形ではなく、キラル

セレクターであるらせんポリマーを担体のコアシェルシリカにコーティングしているため、

移動相中のアルコール濃度が高いとポリマーが溶出する可能性があるが、少なくともエタ

ノールを 5 %混合しても十分な耐久性を示した。CSP-6 は、分析対象とする多くの化合物

は、移動相中に 2 プロパノールまたはエタノールを 5 %以下の濃度で混合する事で保持時

間の調整が可能であり、実用的な分離条件下十分な耐久性を備えている事が確認された。

ポリマーを溶解するテトラヒドロフランやクロロホルムは使用できないが、通常これらの

溶媒は移動相として使用する事はないので問題は生じない。 

 

 

(a) Change of retention factor over time            (b) Change of separation factor over time  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6-8  Durability test of CSP-6 

Test sample : trans-2-phenyl-1-cyclohexanol, Mobile phase : ethanol/n-hexane (5/95, v/v). 

 

※ Fig. 6-8 は、公表主論文 3) Nishioka R., et al., Chromatography, 40, 169-173 (2019)からデー

タを転載した。 

 

 

第五節 小括 

 

CSP-6 は、芳香族キラルアルコールに対して、その化学構造によらず汎用的に優れた分

離能を示す事が明らかになった。そのエナンチオ分離特性は、従来のキラル固定相とは異

なり、不斉炭素に結合する置換基が大きくなると、分離係数が低下する傾向を示した（例

外は存在する）。CSP-6 は、多くのアルコールを、他の添加剤を含まない 2-プロパノールと
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n-ヘキサン混合液を移動相としてキラル分離できるため、分離メソッドの開発が容易であ

る。ケトンやラクトン化合物の分離も可能であり、従来の固定相で分離成功率の低い化合

物に対する有効な選択肢になると考えられる。 

 キラルアルコールは、医薬品や農薬等の開発におけるキラル前駆体として重要であり、

キラルビルディングブロックとしても供給されている。官能基が水酸基のみの単純なアル

コールは、従来のキラル固定相では分離困難な事も多く、水酸基を誘導体化してキラル分

離する方法等が用いられてきた。CSP-6 は、多くのキラルアルコールの直接分離が可能で

あり、研究開発への大きな寄与が期待される。 
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第七章 分離対象試料の官能基依存的キラル固定相選択法 

 

キラル固定相は、試料と固定相との間のジアステレオメリックな相互作用に基づいてキ

ラル分離を達成する。相互作用はキラルセレクターの種類によって異なるが、試料化学構

造に特異的であり、1 つの固定相だけで多くのキラル化合物の分離ができる訳ではない。

あるキラル固定相で分離できた化合物と構造が類似したキラル化合物であっても、化学的

な部分構造が少し違うだけで分離が困難となる例も少なくない。そのため、キラル分離メ

ソッド開発においては、多くのキラル固定相の中から目的の分離に最も適する固定相を選

択する必要がある。キラル固定相選択のためには、文献を調査したり、類似構造化合物の

分離データを検索する必要がある。しかし、分離条件が報告されていない新規化合物の場

合は、多くのキラル固定相をスクリーニングして試行錯誤しながらメソッドを最適化しな

くてはならない。序論でも述べた通り、この点がキラル分離工程を含む研究開発効率の障

害となっている。 

本研究で開発したキラル固定相は、特定の官能基をもつキラル化合物に対して特異的に

優れた分離能を示する事を論述した。クラウンエーテル形 CSP-3 は、第一級アミノ基をも

つキラル化合物を分離対象とする。アセチル化シクロデキストリン形 CSP-5 は芳香族第一

級及び第二級アミンに対して、また、らせんポリマー形 CSP-6 は芳香族アルコールに対し

て特に優れたエナンチオ分離能を示す事を明らかにした。水酸基を修飾していないシクロ

デキストリン形 CSP-4 は、特定の官能基をもつキラル化合物に特異的に高い分離能を示す

訳ではないが、フラボノイドを基本骨格とする化合物等、中性のキラル化合物全般に有効

であった。 

 

従来の低分子系キラル固定相の場合も、試料官能基に対する特異性が高く、特定の固定

相が特定の官能基をもつキラル化合物の分離に有効である事が知られている。例えば、配

位子交換形キラル固定相は、キラルな配位子をキラルセレクターとしてジアステレオメリ

ックな銅錯体形成を分離メカニズムとするため、アミノ酸やヒドロキシ酸の様に、分子内

に 2 個以上の官能基をもち銅錯体形成が可能な、即ち、バイデンテートなキラル化合物を

分離対象とする 17)-19)。またパークル形キラル固定相 10)-16) は、試料と固定相との間の水素

結合や電荷移動等の相互作用を分離メカニズムとするため、原理的に特定の官能基を保有

するキラル化合物を分離対象とする訳ではない。しかしこれまでに報告されているアプリ

ケーション 81)-88)からアミノ酸誘導体やプロフェン系の非ステロイド系抗炎症薬等の様に

不斉炭素付近にカルボキシル基を有する化合物のキラル分離に有効な事が多い事が判る。

この応用として、アミノ酸のアミノ基に 4-フルオロ-7-ニトロベンゾフラザン（NBD-F）を

導入して蛍光ラベルした後、パークル形キラル固定相で分離する方法が、D-アミノ酸の微
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量分析法として知られている。パークル形キラル固定相を用いたキラル分離の報告を Table 

7-1 にまとめる 81)-88)。 

 

Table 7-1  Previously reported chiral separation methods using Pirkle-type chiral stationary phase 
 

Category of analytes Structure References 

Amino acid N-derivative NBD-amino acid 

 

81)-83) 

Amino acid N-derivative 

Boc-amino acid  
 
 

FMOC-amino acid 
 
 

Dansyl-amino acid 

 

 

84) 

Non-steroidal anti- 

inflammatory drug 

 

Ketoprofen 
85),86) 

Antidiabetic drug 

 

Nateglynide 87),88) 

 

 

本研究では、新たに設計したキラル固定相の官能基に対するエナンチオ分離特性を詳細

に評価した。上述の様に、従来から知られているキラル固定相も試料官能基に対して特異

性を示す場合がある。言い換えると、分離対象化合物の官能基に着目する事が、固定相選

択の効果的指標となる事は明白である。これらの知見を基に考案した、官能基依存的キラ

ル固定相選択法のスキームを Fig. 7-1 に示す。全ての化合物がこのスキームの通りになる

訳ではないが、キラル固定相を選択するための目安の 1 つとして有効である。キラル分離

メソッド作成では複数のキラル固定相をスクリーニングして最適の固定相を選択するトラ

イアンドエラーが必要であるが、候補となるキラル固定相のエナンチオ分離特性を把握で

きれば、より効率的に分離メソッドを作成できる。 
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Target chiral compounds  Suitable type of CSP 
Newly developed 

CSP in this study 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7-1.  Chiral stationary phase selection scheme dependent on the functional groups of analytes 
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第八章 結 論 

 
第一節 総 括 

 

 筆者は複数の新規キラル固定相を開発し、多くのキラル化合物を試料としてそのエナ

ンチオ分離特性を詳細に解明した。本研究の学術的・実用的成果を以下に要約する。 

 

1.  化学（共有）結合形キラル固定相におけるスペーサーの効果を考察し、パークル形キ

ラル固定相（CSP-1・CSP-2）とシクロデキストリン形キラル固定相（CSP-4）において、

キラルセレクターが同じであっても、スペーサー部分の化学構造の相違がエナンチオ分

離特性に影響する事を示した。 

2.  キラル擬 18-クラウン-6-エーテル誘導体を、アミド結合を介してシリカゲルに共有結

合させた新規キラル固定相（CSP-3）を設計した。共有結合とした事で移動相組成の制

約がなくなり、疎水性の大きなアミン類にも分離対象が広がり順相系の移動相も使用可

能となった。 

3.  スペーサーに糖鎖を使用した新規シクロデキストリン形キラル固定相（CSP-4）を設計

し、従来のアルキル鎖スペーサーと比較して、ピーク形状やエナンチオ分離能が向上す

る事を確認した。シクロデキストリン水酸基の化学修飾によりエナンチオ分離特性が大

きく異なる事を示し、その要因を考察した。水酸基をアセチル化したキラル固定相

（CSP-5）は、多くのキラルアミンに対して優れたエナンチオ分離能を示した。 

4.  キラル第一級アミンの分離において、クラウンエーテル形キラル固定相（CSP-3）とア

セチル化シクロデキストリン形キラル固定相（CSP-5）が、ゲスト化合物の置換基の違

いに対して相補的なエナンチオ分離能を有する事を見出し、その要因をホストゲスト相

互作用に基づいて説明した。 

5.  らせん状ポリフェニルアセチレン誘導体を新規キラル固定相（CSP-6）に導入し、芳香

族キラルアルコールに対して汎用的に優れたエナンチオ分離能を発揮する事を明らか

にした。また、表面多孔性シリカ担体が適用できる事も示した。 

6.  本研究で開発した新規キラル固定相が、多くのキラル医薬品の分離に適用できる事を

示した。特にキラルアミンやアミノアルコールの多くが、CSP-3 あるいは CSP-5 を用い

て逆相系移動相で分離できる事を示した。 

7.  様々なキラル固定相のエナンチオ分離特性の考察を基に、分離対象化合物の官能基依

存的キラル固定相選択法を提示した。 
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第二節 成果の検証と展望 

 

本研究の目的である直接分離可能なキラル化合物種の拡大に関しては、一定の成果を挙

げる事ができた。特に、医薬中間体や生物活性物質等の構成成分や基本骨格として汎用さ

れるキラルアミンやアミノアルコール誘導体の多くが、逆相系移動相で分離できる事を示

した。また開発したキラル固定相のエナンチオ分離特性を明らかにし、キラル分離メソッ

ド開発の指標となる基礎データを提供するという目的に関しては、新規キラル固定相の評

価を進める過程で、特定の官能基を有するキラル化合物に対して、特定のキラル固定相が

特異的に優れたエナンチオ分離能を示す事を見出した。これらの知見及び既に報告されて

いる文献情報を基に、試料の官能基依存的キラル固定相選択法を提示できた事は、キラル

分離メソッド開発の効率化に寄与すると考えている。 

 

エナンチオ分離特性の評価の際に、担体とキラルセレクターを結合するスペーサー部分

の構造の影響、シクロデキストリン形固定相における水酸基修飾の効果、そしてクラウン

エーテルとシクロデキストリンのホストゲスト相互作用の相違に関して、それらのメカニ

ズムの観点から考察した。これらの結果は、キラル分離メソッド開発におけるキラル固定

相の選択の指標になるとともに、新規キラル固定相を設計する際にも有用な知見になる。 

 

本研究で開発した新規キラル固定相のうち、CSP-3、CSP-4、CSP-5 及び CSP-6 は製品化

して市場に供給し、医薬品等の研究開発に利用されている。市販しているキラル固定相の

構造を Fig. 8-1 に再掲する。特に CSP-4 は様々な分析法に採用され、多くの研究者から研

究報告されている 58)-61),63)-64),89)。CSP-3 は他の研究者の報告に引用されるとともに 55)、米

国薬局方の LC カラムリスト（USP L-127）にも掲載された 90)。 

 

本研究の成果を含めたキラル固定相による HPLC 分析法が、医薬品の研究開発や製造工

程における品質管理に貢献するものと期待している。例えば、日本薬局方には多数のキラ

ル薬物が収載されているが、その光学純度試験法の多くは旋光度法である 91)。アドレナリ

ンやイソプロテレノールの光学純度試験にも旋光度法が用いられているが、これらは

CSP-5 を使用した逆相系移動相で分離可能であり（第五章 Fig. 5-6）、高精度なキラル分離

メソッドを容易に設定できる。キラル固定相による HPLC 法は精度が高く簡便であるため、

旋光度に替わる光学純度試験法としての展開が期待される。 
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Fig. 8-1  Commercially available chiral stationary phase developed in this study 

 

 

本研究では官能基に着目したキラル固定相の選択法を提示したが、最近ではキラル分離

メソッド開発において、カラムスイッチング装置を利用して複数のキラル固定相やその分

離条件を網羅的にスクリーニングするシステムが実用化されている。更に近い将来、人工

知能（AI）に膨大なキラル分離データを学習させ、AI によるキラル固定相選択法も実用化

されるはずである。そのような新しいシステムの活用段階でも、キラル固定相のエナンチ

オ分離特性を把握する分析化学的考察が分離メソッド開発のために重要な基礎となる事は

言うまでも無い。 

  

CSP-3 

 Brand name : SUMICHIRAL
®

 OA-8000 

 

 

CSP-6 

  Brand name : SUMICHIRAL
®
 OA-SHELL P1 

 

CSP-4  (R=H) 

  Brand name : SUMICHIRAL® OA-7000 

 

CSP-5  (R=CH3) 

  Brand name : SUMICHIRAL® OA-7700 
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各章共通の実験 

 

試薬・溶媒 

移動相調製及び充塡剤合成等に用いる溶媒・試薬として、メタノール、エタノール、2-

プロパノール、アセトニトリル、n-ヘキサン、テトラヒドロフラン、ジメチルホルムアミ

ド、ジメチルスルホキシド、1,2-ジクロロエタン、クエン酸、酢酸、酢酸アンモニウム、

トリフルオロ酢酸、リン酸、リン酸ニ水素カリウム、リン酸水素ニカリウム、過塩素酸は、

富士フイルム和光純薬（※）の試薬特級を用いた。水は、蒸留水（富士フイルム和光純薬

試薬特級）又はミリ Q 水を用いた。キラルケミカルスを固定化する際の縮合剤として、東

京化成製の 1-エトキシカルボニル-2-エトキシ-1,2-ジヒドロキノリン（EEDQ）を用いた。

その他、合成用試薬や性能評価用のキラル化合物は、特に記載しない限り、市販の試薬を

使用し、精製する事なく使用した。 

リン酸緩衝液は、一定濃度のリン酸水素二ナトリウム水溶液とリン酸二水素ナトリウム

水溶液を調製して混合し、その比率を変えて目的の pH に調整した。pH 5 以下にする場合

は、更にリン酸を加えた。過塩素酸水溶液は、水に過塩素酸を加えて調製したが、その際、

過塩素酸の添加量を変えて目的の pH に調整した。クエン酸水溶液、リン酸二水素カリウ

ム水溶液、酢酸アンモニウム水溶液は、それぞれの試薬を水に溶解し、所定の濃度になる

様に調製した。 

注※）実験当時は「和光純薬工業」であったが社名変更した。現社名を記載した。 

 

HPLC 装置 

第二章の実験では（1）、第三章以降の実験では（2）のシステムを用いた。 

（1）島津製作所製 HPLC ポンプ（LC-6A）、紫外分光光度検出器（SPD-6A） 

（2）島津製作所製 HPLC ポンプ（LC-10AT）、デガッサー（GDU-14A）、紫外分光光度検

出器（SPD-10A） 

データ処理装置は、島津製作所製 C-R6A 又は CLASS10、試料注入装置はレオダイン製

サンプルインジェクター（7725i 及びその相当品）を用いた。 

 

HPLC 測定とパラメータの算出 

移動相組成、流速及び試料溶解溶媒は、各章の実験の部又は総論の部の図表のキャプシ

ョンに記載した。移動相は、調製後、超音波洗浄機で約 5 分間、脱気してから使用した。

特に記載しない限り、カラム温度は室温（25 ℃付近の一定温度）とし、紫外分光光度検出

器の波長は 254 nm とした。試料は約 1~5 mg/mL の濃度に調製し、その 1～2 μL を HPLC

装置に注入して、各成分の保持時間を求めた。キラル固定相の分離性能評価値として、日

本産業規格 JIS K 0214：2013（分析化学用語（クロマトグラフィー部門））
1) 
に従って、(1)
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式より保持係数 k を、(2)式より分離係数 α を求めた。 

k = (tR-t0) / t0 ･･･ (1)  

α = k2 / k1 ･･･ (2) 

 

式中の tRは各成分の保持時間、t0はホールドアップ時間、k1及び k2は、それぞれ、鏡像

異性体の前出及び後出成分の保持係数を表す。ホールドアップ時間は、試料導入時からカ

ラムに保持されない成分のピークの頂点が現れるまでの時間の事で、溶媒ピークの保持持

間の実測平均値を用いた。鏡像異性体が分離しない場合は、k1 = k2となる。 

 

第二章第二節に関する実験 

Fig. 2-1 に関する実験  

スペーサーのアルキル鎖を延長したキラル固定相 CSP-1 及び CSP-2 は、以下の様に調

製した。市販のアミノプロピルシリカゲル（平均粒径 5 μm、平均細孔径 12 nm）に、11-

アミノウンデカン酸のアミノ基を常法によりベンジルオキシカルボニル化して得られる

11-(N-ベンジルオキシカルボニルアミノ)ウンデカン酸を反応させ、次いで、ベンジルオキ

シカルボニル部を加水分解する事により、11-アミノウンデカン酸により修飾されたアミノ

プロピル化シリカゲル（APS-11AmUA）を得た。キラルセレクターである N-[(R)-1-(α-ナ

フチル）エチルアミノカルボニル]-L-tert-ロイシン及び N-(3,5-ジニトロフェニルアミノカ

ルボニル)-L-バリンは、既に報告されている方法 12)-13) に従って住化分析センターにて合成

された化合物を用いた。これらのキラルセレクターを、縮合剤として EEDQ を用い、既報

の方法 12)-13) に準じて、それぞれ APS-11AmUA と縮合させた後、洗浄、乾燥する事によ

り CSP-1 及び CSP-2 の充塡剤を得た。元素分析値は、C 8.4 %、N 1.7 %（APS-11AmUA）、

C 17.5 %、N 2.6 %（CSP-1）、C 14.6 %、N 2.5 %（CSP-2）であった。得られた充塡剤

をそれぞれ、内径 4.6 mm、長さ 250 mm のステンレス製カラムにスラリー充塡した。 

比較用のキラル固定相として、市販のパークル形キラル固定相である CSP-1a（商品名：

SUMICHIRAL® OA-4700、住化分析センター製）及び CSP-2a（商品名：SUMICHIRAL® 

OA-2500S、住化分析センター製）の、内径 4.6mm、長さ 250 mm、粒径 5 μm のカラム

を用いた。CSP-1 と CSP-1C 及び CSP-2 と CSP-2C は、それぞれキラルセレクターの構造

が同じで、スペーサーのアルキル鎖長が異なる。 

 

Fig. 2-2 に関する説明 

CSP-1 及び CSP-2 を評価するための試料の構造式を示した。3,5-ジニトロベンゾイル-1-

フェニルグリシンは、1-フェニルグリシン（ラセミ体）に、3,5-ジニトロベンゾイルクロ

リドを常法により反応させて調製した。他の化合物は市販試薬のラセミ体を用いた。 
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Table 2-1、Fig. 2-3、Fig. 2-4 及び Fig. 2-5 に関する実験 

CSP-1 及び CSP-1C を充塡したカラムを用いて、HPLC 測定を行った。試料は、N-(3,5-

ジニトロベンゾイル)-1-フェニルエチルアミン、1,1'-ビ-2-ナフトール及び 2,2,2-トリフル

オロ-1-(9-アンスリル)エタノールの各ラセミ体を約 2 mg/ml のメタノール溶液とし、その

約 2 μL を HPLC に注入してクロマトグラムを採取した。順相系移動相としてエタノール

/1,2-ジクロロエタン/n-ヘキサン混合液、逆相系移動相としてアセトニトリルと水又はクエ

ン酸水溶液の混合液を使用した。移動相の組成は Table 2-1 に記載した。流速は、1,1'-ビ

-2-ナフトールの場合 0.8 mL/min、その他の試料は 1.0 mL/min とした。Table 2-1 にはク

ロマトグラムから算出した分離係数と保持係数を、Fig. 2-3、Fig. 2-4 及び Fig. 2-5 には、

得られたクロマトグラムを示した。 

 

Table 2-2 及び Fig. 2-6 に関する実験 

CSP-2 及び CSP-2C を充塡したカラムを用いて、HPLC 測定を行った。試料は、1,1'-

ビ-2-ナフトール、2,2,2-トリフルオロ-1-(9-アンスリル)エタノール、ケトプロフェン、フ

ルルビプロフェン及びイブプロフェンの各ラセミ体を各約 2 mg/mL のメタノール溶液と

し、その約 2 μL を HPLC に注入してクロマトグラムを採取した。移動相はアセトニトリ

ルと水又は酢酸アンモニウム水溶液の混合液を使用し、その組成はTable 2-2に記載した。

流速は 1 mL/min とした。Table 2-2 には、クロマトグラムから算出した分離係数と保持係

数を、Fig. 2-6 には、得られたクロマトグラムを示した。 

 

第三章第二節に関する実験 

Fig. 3-2 に関する実験  

キラル固定相 CSP-3 は、以下の方法で調製した。キラル擬 18-クラウン-6-エーテルのブ

ロモ体（Crown ether 1）は、既に報告されている方法 50)-52) に準拠して、住化分析センタ

ーにて合成された化合物を用いた。この Crown ether 1 約 0.8 g を窒素気流下、脱水テト

ラヒドロピラン約 25 mL に溶解し、ドライアイス/エタノールで、約 70 ℃に冷却した。こ

れに n-ブチルリチウム/n-ヘキサン溶液 3.2 mmol 相当を滴下し、約 2 時間攪拌した後、二

酸化炭素を導入して更に 2 時間攪拌した。室温まで上昇させて、20 時間攪拌を続けた。1 

mol/L 塩酸約 3 mL を滴下した後、有機溶媒で抽出した。有機層を乾燥、濃縮した後、粗

生成物をシリカゲルカラムクロマトグラフィーで精製し、カルボキシル基を導入した

Crown ether 2 を得た（融点 75-76 ℃、旋光度 [α]
22

D  = +105.2）。次に、Crown ether 2 約

0.9 gを脱水テトラヒドロフラン約 40 mLに溶解し、氷冷下に攪拌しながらEEDQ 約 0.85

ｇを加え、氷冷下 1 時間攪拌した。これにアミノプロピルシリカゲル（平均粒径 5 μm、平

均細孔径 12 nm）2.5 g を加えて懸濁させ、室温で 18 時間攪拌した。濾過して得られた固

体をテトラヒドロフランで洗浄後、乾燥して CSP-3 の充塡剤を得た。CSP-3 の元素分析



 

- 71 - 

値は C 12.5 %、N 1.0 %であった。得られた充塡剤を内径 4.6 mm、長さ 20 mm のステン

レス製カラムにスラリー充塡した。 

 

第三章第三節に関する実験 

Fig. 3-3 に関する実験 

CSP-3 を充塡したカラムを用いて HPLC 測定を行った。試料は、1-(1-ナフチル)エチル

アミンのラセミ体を約 2 mg/mLのメタノール溶液とし、その約 1 μLをHPLCに注入した。

移動相として、アセトニトリル/水（40/60、v/v）混合液に過塩素酸を適量加え、pH を 1.0、

2.0、3.0 及び 4.0 に調整した溶液を用い、流速は 0.8 mL/min とした。得られたクロマト

グラムから分離係数と保持係数を算出し、図にプロットした。pH が 2.5 以上の場合は、

殆ど保持しなかったため、分離係数のプロットは省略した。 

 

Fig. 3-4 に関する実験 

CSP-3 を充塡したカラムを用いて HPLC 測定を行った。試料は、(a) 1-(1-ナフチル)エチ

ルアミン及び(b) アラニン-β-ナフチルアミドの各ラセミ体を用いた。試料は、(a) 約 1 

mg/mL 及び (b ) 約 5 mL/ml のメタノール溶液とし、その約 1 μL を HPLC に注入してク

ロマトグラムを採取した。移動相は、アセトニトリルと過塩素酸水溶液（pH 2.0）の混合

液を使用し、その組成は Fig. 3-4 に記載した。流速は (a) 0.8 mL/min、(b) 0.7ｍL/min と

した。 

 

Fig. 3-5 に関する実験 

CSP-3 を充塡したカラムを用いて HPLC 測定を行った。試料は、1-(1-ナフチル)エチル

アミン及び DOPA（3,4-ジヒドロキシフェニルアラニン）の各ラセミ体及びノルエフェド

リンの(RS/SR)混合物を用いた。それぞれ、約 2 mg/ml のメタノール溶液とし、その約 2 μL

を HPLC に注入して、クロマトグラムを採取した。移動相はエタノール/n-ヘキサン/トリ

フルオロ酢酸の混合液を使用し、その組成は Fig. 3-5 に記載した。流速は 0.7 mL/min と

した。 

なお、ノルエフェドリン（フェニルプロパノールアミン）は、覚醒剤取締法で覚醒剤原

料に指定されているため、覚醒剤研究者の指定を受けて実験を行った（以下同様）。 

 

Table 3-1 に関する実験 

Fig. 3-5 の実験で採取したクロマトグラムから、それぞれ、分離係数と保持係数を算出

した。また、Fig. 3-5 と同じ試料を、Table 3-1 に記載する逆相系移動相（c～e）を用いて

HPLC 測定し、同様に分離係数と保持係数を算出した。その際、1-(1-ナフチル)エチルア

ミンの場合、流速 0.8 mL/min、他の試料は 0.7 mL/min とした。 
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Table 3-2 及び Fig. 3-6 に関する実験 

CSP-3 を充塡したカラムを用いて HPLC 測定を行った。試料は、トリプトファン、フ

ェニルアラニン、チロシン及びフェニルアラニンメチルエステルの各ラセミ体を用いた。

それぞれ、約 5 mg/mL のエタノール（0.5 %トリフルオロ酢酸含有）溶液とし、その約 2 μL

を HPLC に注入してクロマトグラムを採取し、分離係数と保持係数を算出した。移動相は

エタノール/n-ヘキサン/トリフルオロ酢酸の混合液を使用し、その組成は Table 3-2 中に記

載した。流速はフェニルアラニンの場合 1 mL/min、他の試料は 0.7 mL/min とした。Table 

3-2 にはクロマトグラムから算出した各試料の分離係数と保持係数を、Fig. 3-6 にはトリプ

トファンのクロマトグラムを示した。 

 

第三章第四節に関する実験 

Table 3-3 に関する実験 

Fig. 3-5 及び Fig. 3-6 の実験で HPLC 測定を行った試料のうち、3 種の光学活性体、

(R)-1-(1-ナフチル)エチルアミン、(1R,2S)-ノルエフェドリン及び L-トリプトファンを

HPLC 測定し、保持時間によりピークを同定して鏡像異性体の溶出順を確認した。HPLC

条件は、Fig. 3-5 及び Fig. 3-6 と同様に設定した。 

 

第四章第二節に関する実験 

Fig. 4-2 に関する実験 

スペーサーに糖鎖を有するシクロデキストリン形キラル固定相 CSP-4 は、以下の方法で

調製した。市販のグルクロニルグルコニック-β-シクロデキストリン約 1.8 g を、脱水ジメ

チルホルムアミド 40 mL に溶解し、氷冷下に攪拌しながら EEDQ 約 0.4 g を加え、氷冷

下に 1 時間攪拌した。これに、アミノプロピルシリカゲル（平均粒径 5 μm、平均細孔径 12 

nm）約 2.5 g を加えて 18 時間攪拌し、テトラヒドロフランで洗浄した後、乾燥して、CSP-4

の充塡剤を得た。グルクロニルグルコニック-β-シクロデキストリンの融点は 199.8 ℃、旋

光度 [α]
25

D  = +166.8 であった。得られた充塡剤を内径 4.6 mm、長さ 250 mm のステンレ

ス製カラムにスラリー充塡した。 

CSP-4 と性能比較するためのキラル固定相として、Necleodex β-PM（Merchary Nagel

製、平均粒径 5 μm、平均細孔径 12 nm）を同様に充塡して用いた（CSP-4C）。CSP-4C

は、キラルセレクターである β-シクロデキストリンが、担体のシリカゲルにアルキル鎖を

介して共有結合している構造で、CSP-4 とスペーサー部分の構造が異なる。 

 

Fig. 4-3 に関する説明 

CSP-4 を評価するための試料の構造式を示した。N-ダンシルバリン、フラバノン、トル

ペリゾン、シクロペントラート及びテルブタリンの各ラセミ体を使用した。 
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Table 4-1 及び Fig. 4-4 に関する実験 

CSP-4 及び CSP-4C を充塡したカラムを用いて、HPLC 測定を行った。試料は、N-ダ

ンシルバリン、フラバノン、トルペリゾン、シクロペントラート及びテルブタリンの各ラ

セミ体を各約 2~4 mg/mL のメタノール溶液とし、その約 2 μL を HPLC に注入して、ク

ロマトグラムを採取した。移動相はアセトニトリル/20 mmol/L リン酸二水素カリウム水

溶液の混合液 (30/70, v/v) を使用した。流速は、CSP-4 を使用した N-ダンシルバリンの

場合 0.7 mL/min、フラバノン、シクロペントラート及びテルブタリンの場合 0.9 mL/min、

トルペリゾンと CSP-4C を用いたすべての試料の場合 1 mL/min とした。Table 4-1 には、

クロマトグラムから算出した各試料の分離係数と保持係数を、Fig. 4-4 には、N-ダンシル

バリン、フラバノン及びシクロペントラートクロマトグラムの比較を示した。 

 

第四章第三節に関する実験 

Fig. 4-5 に関する実験 

CSP-4 を充塡したカラムを用いて HPLC 測定を行った。試料は、クロルタリドン及び

クリダナクのラセミ体を各約 2 mg/ml のメタノール溶液とし、その約 2 μL を HPLC に注

入して、クロマトグラムを採取した。移動相は、アセトニトリル/20 mmol/L リン酸緩衝

液（pH 3.0 又は 3.5）を使用し、その組成は Fig. 4-5 に記載した。流速はクロルタリドン

の場合 0.5 mL/min、クリダナクの場合 0.7 mL/min とした。 

 

Fig. 4-7 に関する実験 

CSP-4 を充塡したカラムを用いて、HPLC 測定を行った。試料は、馬尿酸、o-メチル馬

尿酸、m-メチル馬尿酸及び p-メチル馬尿酸を各約 2 mg/mL のメタノール溶液とし、その

約 2 μL を HPLC に注入して、クロマトグラムを採取した。移動相はメタノール/水/酢酸の

混合液 (70/30/1.5, v/v/v)を使用し、流速は 0.8 mL/min とした。各試料をそれぞれ単独で

測定して溶出順を確認した。Fig. 4-7 には 4 成分混合のクロマトグラムを示した。 

 

第五章第一節に関する実験 

Fig. 5-1 に関する実験 

水酸基をアセチル化したシクロデキストリン形キラル固定相 CSP-5 は、以下の方法で調

製した。CSP-4 の充塡剤約 12 g に、ピリジン 240 mL を加え懸濁させ、無水酢酸 60 mL

を加えて攪拌した。反応液を濾過し、濾上物をテトラヒドロフランで洗浄した。得られた

固体にメタノール 300 mLを加え懸濁させ攪拌した。反応液を濾過した後、乾燥して CSP-5

の充塡剤を得た。得られた充塡剤を内径 4.6 mm、長さ 250 mm のステンレス製カラムに

スラリー充塡した。 
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第五章第二節に関する実験 

Fig. 5-2 に関する説明 

CSP-5 を評価するための試料 22 化合物の構造式を示した。1-フェニルエチルアミン、

1,2-ジフェニルエチルアミン、1-フェニル-2-(p-トリル)エチルアミン、2-アミノ-1,2-ジフェ

ニルエタノール、フェニルグリシノール、フェニルアラニノール、ノルエフェドリン、2-

アミノ-1-フェニルエタノール、ノルフェニレフリン、オクトパミン、ノルアドレナリン、

アドレナリン、シネフリン、イソプロテレノール、エチレフリン、3-フェニルセリン、フ

ェニルアラニン、トリプトファン、トルペリゾン、α-ブロモ-γ-ブチロラクトン、フラバノ

ン及びヒドロベンゾインは、何れも市販試薬のラセミ体を用いた。 

 

Table 5-1 及び Table 5-2 に関する実験 

CSP-4 及び CSP-4C を充塡したカラムを用いて、HPLC 測定を行った。試料は、Fig. 5-2

に示す化合物をそれぞれ約 1~10 mg/mL のメタノール溶液とし、その約 2 μL を HPLC に

注入して、クロマトグラムを採取した。移動相は、メタノール/ 20 mmol/L リン酸緩衝液

の混合液 (pH 3.0)、20 mmol/L リン酸緩衝液 (pH 3.0) 単独、20 mmol/L リン二水素カ

リウム水溶液単独、メタノール/20 mmol/L 酢酸アンモニウム水溶液の混合液、メタノー

ル/水の混合液、アセトニトリル/水の混合液の何れかを使用し、その組成は Table 5-1 に記

載した。流速は何れも 0.5 mL/min とした。Table 5-1 には、クロマトグラムから算出した

各試料の分離係数と保持係数を示した。Table 5-2 には、4 種の化合物群ごと（第一級アミ

ンとアミノアルコール、第二級アミンとアミノアルコール、アミノ酸及び中性化合物）に、

分離係数 1.07 以上で分離した化合物の割合を示した。 

 

Fig. 5-3 に関する実験  

CSP-4 及び CSP-5 を充塡したカラムを用いて、HPLC 測定を行い、両者のクロマトグ

ラムを比較した。試料は、(a)フラバノンのラセミ体及び(b)ノルエフェドリンの(RS/SR)の

混合物をそれぞれ、2 mg/mL のメタノール溶液とし、その約 1 μL を HPLC に注入して、

クロマトグラムを採取した。移動相は、(a) アセトニトリル/水の混合液 (40/60, v/v)、(b) メ

タノール/ 20 mmol/L リン酸緩衝液 (pH 3.0)混合液 (2/98, v/v)、紫外分光光度検出器の波

長は、(a) 254 nm、(b) 210 nm、流速は何れも 0.5 mL/min とした。 

 

Fig. 5-4 に関する説明  

Table 5-2 に記載した結果のうち、オクトパミン、シネフリン、ノルアドレナリン及び

アドレナリンの構造式と分離係数を再掲した。 

 

第五章第三節に関する実験 
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Fig. 5-5 に関する実験  

CSP-5 を充塡したカラムを用いて、HPLC 測定を行った。試料は、(a)1,2-ジフェニルエ

チルアミン、(b)1-フェニル-2-(p-トリルエチル）アミンのラセミ体、及び(c)ノルエフェド

リンの(RS/SR)混合物をメタノール溶液とし、クロマトグラムを採取した。移動相はメタ

ノール/ 20 mmol/L リン酸緩衝液 (pH 3.0)混合液を使用し、その組成は Fig. 5-5 に記載し

た。流速は 0.5mL/min とした。試料濃度、注入量及び紫外分光光度検出器の波長は、そ

れぞれ、次の様に設定した、(a) 2 mg/mL、1 μL、254 nm、(b) 10 mg/mL、1 μL、210 nm、

(c) 2 mg/mL、1 μL、210 nm。 

 

Fig. 5-6 に関する実験  

CSP-5 を充塡したカラムを用いて、HPLC 測定を行った。試料は、アドレナリン及びイ

ソプロテレノールの各ラセミ体をそれぞれ約 2 mg/mLのメタノール溶液とし、その約 2 μL

を HPLC に注入して、クロマトグラムを採取した。移動相は 20 mmol/L リン酸二水素カ

リウム水溶液を使用し、流速は 0.5 mL/min とした。 

 

Fig. 5-7 に関する実験  

CSP-5 を充塡したカラムを用いて、HPLC 測定を行った。メタノールとリン酸緩衝液の

混合液（2/98, v/v）において、リン酸緩衝液の pH を 3.0、4.0、5.0、6.0 及び 7.0 とした 5

種類の移動相を使用し、流速は 0.5 mL/min とした。試料は、ノルエフェドリンの(RS/SR)

混合物を約 2 mg/ml のメタノール溶液とし、その約 1 μL を HPLC に注入して、クロマト

グラムを採取した。各移動相で得られた分離係数及び保持係数（後出成分）を図にプロッ

トした。 

 

Fig. 5-8 に関する実験 

CSP-4 を充塡したカラムを用いて、HPLC 測定を行い、得られたクロマトグラムを示し

た。試料は、ヒスタミン、チラミン、2-フェネチルアミン及びトリプタミンを約 0.25 mg/mL

のメタノール溶液とし、その約 2 μL を HPLC に注入して、クロマトグラムを採取した。

移動相はアセトニトリル/20 mmol/L 酢酸アンモニウム水溶液の混合液 (75/25, v/v)を使

用し、流速は 0.5 mL/min、紫外分光光度検出器の波長は 210 nm とした。4 成分混合試料

とそれぞれ単独で HPLC 測定を実施し、溶出順を確認した。 

 

第五章第四節に関する実験 

Table 5-3 に関する実験 

CSP-3 及び CSP-5 を充塡したカラムを用いて、HPLC 測定を行った。試料は、1-(1-ナ

フチル)エチルアミン、1-(2,4-ジクロロフェニル)エチルアミン、1-(3-クロロフェニル)エチ
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ルアミン、1-(4-クロロフェニル)エチルアミン、1-(4-ブロモフェニル)エチルアミン、1-(p-

トリル)エチルアミン、1-フェニルエチルアミン、1,2-ジフェニルエチルアミン及び 1-フェ

ニル-2-(p-トリル)エチルアミンの各ラセミ体を、それぞれ約 2 mg/mL のメタノール溶液と

し、その約 1 μL を HPLC に注入して得られたクロマトグラムから算出した各化合物の分

離係数と保持係数を示した。移動相はメタノール/過塩素酸水溶液の混合液 (pH 1.7)、又

はメタノール/20 mmol/L リン酸二水素ナトリウム水溶液の混合液を使用し、その組成は

Table 5-3 に記載した。流速は何れも 0.5 mL/min とした。測定した試料のうち、3 種の化

合物の光学活性体、(R)-1-フェニルエチルアミン及び(S)-1-フェニル-2-(p-トリル)エチルア

ミン、(R)-1-(p-トリル)エチルアミン及び(R)-1-(1-ナフチル)エチルアミンを用いて、同じ

HPLC 条件下で測定を実施し、保持時間からピークを同定して鏡像異性体の溶出順を確認

した。 

 

Fig. 5-9 に関する説明 

CSP-3のキラルセレクターである擬18-クラウン-6-エーテルの構造式及びCSP-5のキラ

ルセレクターである β-シクロデキストリンの構造イメージを示し、それらの空孔サイズを

記載した。また、ゲストの 1-フェニルエチルアミンの構造式をほぼ同縮尺で示した。 

 

Fig. 5-10 に関する実験 

Table 5-3 で測定した化合物のうち、CSP-3 を用いた 1-(2,4-ジクロロフェニル)エチルア

ミン及び CSP-5 を用いた 1-(3-クロロフェニル)エチルアミンのクロマトグラムを示した。 

 

第六章第二節に関する実験 

Fig. 6-2 に関する実験 

キラル固定相 CSP-6 は、以下の方法で調製した。ポリジフェニルアセチレン誘導体の一

方巻きらせんポリマー1 は、既に報告されている方法 79),80) に準拠して、住化分析センタ

ーにて合成された化合物を用いた（分子量 Mn = 1.7×104、Mw/Mn = 4.5×104、CD（circular 

dichroism）スペクトル Δε = –22.2 (λex 396 nm) ）。次に側鎖のカルボキシル基を以下の方

法で、(R)-ナフチルエチルアミド化した。らせんポリマー1 約 1.9 g をジメチルスルホキシ

ド/水（5/1） 約 380 mL に溶解し、(R)-ナフチルエチルアミン 4.5 mL 及び 4-(4,6-ジメト

キシ-1,3,5-トリアジン-2-イル)-4-メチルモルホリニウムクロリド（DMT-MM）約 12 g を

加え、室温で 24 時間撹拌した。析出した固体を遠心分離により回収した後、洗浄する事

により化合物（CSP-6 のキラルセレクター2）の黄褐色固体約 3.5 g を得た。 

 次に、得られた光学活性らせんポリマー2 を、表面多孔性（コアシェル）シリカゲル（粒

子径 2.6 μm、平均細孔径 28.5 nm、比表面積 39.2 m2/g）に、以下の方法で物理的に吸着

させた。先ず、2 の約 0.25 g をテトラヒドロフラン 7 mL に溶解させた。この液の数滴を
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コアシェルシリカゲル 1 g に滴下し、激しく振り混ぜた。この操作を数回繰り返し、エバ

ポレーターにてテトラヒドロフランを留去した。この滴下、振り混ぜ、留去の操作を繰り

返し、先に調製したテトラヒドロフラン溶液を全量コーティングした。これを乾燥して、

CSP-6 の充塡剤を得た。これを、内径 3.0 mm、長さ 150 mm のステンレス管に湿式スラ

リー法により充塡した。 

 

Fig. 6-3 に関する実験 

CSP-6 を評価するための試料として、2 位に置換基を有するエチルベンゼン誘導体の基

本構造式を示した。使用した試料は、(a) 1-フェニルエタノール（R=OH）、(b) 2-フェニル

プロピオン酸（R=COOH）、(c) 酢酸 α-メチルベンジル（R=OCOCH3）、(d) 2-フェニルプ

ロピオニトリル（R-CN）、(e) 1-フェニルエチルアミン（R=NH2）の各ラセミ体で、それ

ぞれ約 2 mg/mL のメタノール溶液とし、その約 2 μL を HPLC に注入して、分離係数と保

持係数を算出した。移動相は、(a) 2-プロパノール/n-ヘキサン混合液（5/95, v/v）、(b) 2-

プロパノール/n-ヘキサン/トリフルオロ酢酸混合液（1/99/0.1, v/v/v）、(c)及び(d) 2-プロパ

ノール/n-ヘキサン混合液（1/99, v/v）、(e) 2-プロパノール/n-ヘキサン/トリフルオロ酢酸混

合液（10/90/0.1, v/v）を使用し、流速は 0.2 mL/min とした。 

 

第六章第三節に関する実験 

Table 6-1、Table 6-2 及び Fig. 6-4 に関する実験 

CSP-6 を充塡したカラムを用いて、HPLC 測定を行った。試料は、1-フェニルエタノー

ル、1-フェニル-1-プロパノール、1-フェニル-1-ブタノール、1-フェニル-1-ペンタノール、

1-フェニル-2-プロパノール、1-(p-トリル)エタノール、1-(4-クロロフェニル)エタノール、

1-(2-クロロフェニル)エタノール、1-(3-クロロフェニル)エタノール及び 1-(1-ナフチル)エ

タノールの各ラセミ体をそれぞれ約 2 mg/mL の 2-プロパノール溶液とし、その約 2 μL を

HPLC に注入してクロマトグラムを採取した。移動相は 2-プロパノール/n-ヘキサン混合液

（5/95, v/v）を使用し、流速は 0.2 mL/min とした。Table 6-1、Table 6-2 に各化合物の

分離係数及び保持係数を、Fig. 6-4 にそのうち 3 化合物のクロマトグラムを示した。 

 

Table 6-3、Table 6-4 及び Fig. 6-5 に関する実験 

CSP-6 を充塡したカラムを用いて、HPLC 測定を行った。試料は、2-フェニル-2-ブタノ

ール、1-フェニル-1-プロパノール、2-フェニル-4-ペンテン-2-オール、1-フェニル-3-ブテ

ン-1-オール、2-フェニル-1-プロパノール及び 2-フェノキシプロパノールの各ラセミ体をそ

れぞれ約 2 mg/ml の 2-プロパノール溶液とし、その約 2 μL を HPLC に注入してクロマト

グラムを採取した。移動相は 2-プロパノール/n-ヘキサン（5/95, v/v）混合液を使用し、流

速は 0.2 mL/min とした。Table 6-3、Table 6-4 に各化合物の分離係数及び保持係数を、
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Fig. 6-5 にそのうち 3 化合物のクロマトグラムを示した。 

 

Table 6-5 及び Fig. 6-6 に関する実験 

CSP-6 を充塡したカラムを用いて、HPLC 測定を行った。試料は、N-ベンゾイルロイシ

ン、N-アセチルロイシン、trans-スチルベンオキシド、パントラクトン及び 2-フェニルシ

クロヘキサノンの各ラセミ体をそれぞれ約 2 mg/mL の 2-プロパノール溶液とし、その約 2 

μL を HPLC に注入して、クロマトグラムを採取した。移動相はエタノール/n-ヘキサン/

トリフルオロ酢酸の混合液、又は 2-プロパノール/n-ヘキサンの混合液を使用し、その組成

は Table 6-5 に記載した。流速は 0.2 mL/min とした。Table 6-5 に各化合物の分離係数及

び保持係数を、Fig. 6-6 にそのうち 3 化合物のクロマトグラムを示した。 

 

Fig. 6-7 に関する実験 

CSP-6 を充塡したカラムを用いて、HPLC 測定を行った。移動相として、2-プロパノー

ル/n-ヘキサン（5/95, v/v）及びエタノール/n-ヘキサン混合液（5/95, v/v）を使用して両者

の比較を行った。流速は 0.2 mL/min とした。試料は、trans-2-フェニル-1-シクロヘキサ

ノールのラセミ体約 2 mg/mL の 2-プロパノール溶液とし、その約 2 μL を HPLC に注入

してクロマトグラムを採取した。 

 

Fig. 6-8 に関する実験 

CSP-6 を充塡したカラムを用いて、HPLC 測定を行い、カラムの耐久性を確認した。移

動相としてエタノール/n-ヘキサン混合液（5/95, v/v）を用い、流速を 0.2 mL/min として

約 200 時間経過するまで連続して通液した。試料は、trans-2-フェニル-1-シクロヘキサノ

ールのラセミ体を約 2 mg/mL の 2-プロパノール溶液とし、通液時間 0～200 時間の間に数

回、試料溶液の 2 μL を HPLC に注入してクロマトグラムを採取した。それぞれ、測定時

間ごとにクロマトグラムから算出した分離係数及び保持係数を図にプロットした。 
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