
粒子径3μmの上手な使い方

逆相HPLC用充填剤の粒子径の主流は5μmですが、高分離を追求して3μmや、更に2μm以下が次々と登場しています。粒子

径を小さくすることで分離の向上や、カラム長さと移動相流量の組み合わせで分析時間の短縮が可能になります。

ここでは L-column2 ODS の最新データと共に粒子径3μmの上手な使い方をご紹介します。
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L-column2 ODS 粒子径 3μm の特長

粒子径3μmの特長は5μmと比較して分離能の向上にあります。理論段数は粒子径に反比例するので、同じカラムサイズでは3

μmは5μmの約1.7倍の理論段数の向上になります（Table.1）。

高度エンドキャッピングを施した L-column2 ODS の3μmは、低吸着性と高分離能共に L-column ODS をはるかに凌ぎ、

シャープなピークが得られます（Fig.1）。

Fig.2　高分離分析（トリプシン分解物）

［Analytical conditions］
Column：L-column2 ODS 2.1×50 mmL（12 nm）
Mobile phase：A）0.1％HCOOH in CH3CN　B）0.1％HCOOH in H2O

A/B　5/95→40/60→90/10（0→30→35min）
Flow rate：0.2 mL/min　Temp.：40℃　Detection：UV 230 nm　Inj.ｖol.：10μL
Sample：Tryptic digest of BSA
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［Analytical conditions］
Column：4.6×150 mm（12 nm）
Mobile phase：CH3OH/25 mM Phosphate buffer pH 7.0（50/50）
Flow rate：1 mL/min　Temp.：40℃　Detection：UV 280 nm
Inj.ｖol.：5μL
Sample：1. Metoprolol　2.Timolol　3. Propranolol　4. Alprenolol
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Fig.1　ベータ遮断薬（L-column ODS VS L-column2 ODS）
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分離能

■ 理論段数の向上

タンパク質を酵素分解したペプチドの分析は、元のタンパク

質を同定する手段として用いられます。ピーク高さが高く、

検出ピーク数が多いほど同定が確実になります。　一般に

生体分析では試料量が少なく低濃度での分析が余儀なく

されるので、カラムの分離能は重要視すべき点です。

トリプシン分解物の分析では、粒子径5μmは47ピークが検

出されたことに対し、3μmでは、1.4倍の67ピークが検出さ

れ、各ピークの高さ、理論段数共に大きく向上しています

（Fig.2）。

分析条件を変えず同じ分析時間で分離能を向上するため

には、5μmから3μmへの移行が最も有効な手段です。

検出ピーク数47 検出ピーク数67
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Table 1　粒子径と理論段数・カラム圧力の関係

※粒子径5μmを「1」とした場合

理論段数粒子径（μm） カラム圧力

5
2
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1
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1 1

（2.5倍） （約6倍）

（約1.7倍） （約2.7倍）

■ 理論段数とカラム長さ

理論段数はカラム長さに比例します。粒子径5μmのカラム

から3μmに移行する場合、同等の分離能でよければ以下

のような選択が一般的です。

粒子径5μm, 長さ 250 mm → 粒子径3μm, 長さ 150 mm

粒子径5μm, 長さ 150 mm → 粒子径3μm, 長さ 100 mm

■ 理論段数と流量

粒子径が小さくなると、理論段数は流量への依存度が小さ

くなります。　内径4.6 mmカラムにおいて、粒子径5μmで

は、1.5 mL/min付近で最大の理論段数が得られ、3μmで

は1.5～2.5 mL/minで最大理論段数が得られます。 5μmに

比較し3μmは最適流量範囲が広く、高流量での使用に適

しています（Fig.3）。

カラム圧力
カラムをより長持ちさせるには、そのカラムの耐圧の上限

を守り、その範囲内で使用してください。カラムの耐圧は充

填時の圧力とシリカゲルの物理的強度に依存します。

L-column ODS、L-column2 ODS 共に独自の高圧充填

技術と完全球形シリカゲルにより耐圧性に優れています。

L-column ODS、L-column2 ODS の粒子径3μmは以

下の範囲で使用してください。

内径6 mm以下, 長さ50 mm以下  →20 MPa以下

内径6 mm以下, 長さ100～150 mm  →25 MPa以下

内径6 mm以下, 長さ250 mm →30 MPa以下

またカラム圧力の急激な変動は劣化の原因となります。充

填剤が偏り、カラムの上部に隙間ができる「トップオフ」が

生じ、ピーク割れを起こしてしまいます。

■ 流量

カラム圧力は粒子径の二乗に反比例します。同じカラムサ

イズでは粒子径3μmは5μmの約2.7倍のカラム圧力にな

ります（Table.1）。

3μmは高流量での使用に適していますが、過度に長いカ

ラムを用いると、カラムやシステムの耐圧上限を超えてしま

い、かえって使い難くなります。そこで、要求する分離の程

度とカラム長さの選択が重要になってきます（Fig.4)。

カラム圧力に影響する分析条件
■ 温度

カラム温度が高くなると、移動相の粘度が下がるため、カラ

ム圧力を抑えることができます（Fig.5）。ただし温度を上げ

るとカラムの劣化が促進されるので、より長く安定して使用

するには、カラムの耐久性が要求されます。

シリカゲル表面をほぼ完全に被覆したL-column2 ODS
は、高耐久性であり、耐久性の差が顕著にあらわれる40℃

以上での分析にも最適といえます。

■ 有機溶媒

移動相に用いる有機溶媒の種類によってカラム圧力は変

わります。有機溶媒比率が60％のとき、アセトニトリルはメ

タノールの約1/2のカラム圧力になります（Fig.6）。アセトニ

トリルは、幅広い比率で使用できるので、移動相として使い

やすい有機溶媒です。
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Fig.3　理論段高と流量の関係

［Analytical conditions］
Column：L-column2 ODS 4.6×150 mm
Mobile phase：CH3CN/H2O（60/40）　Temp：40℃

Fig.4　カラム圧力と流量の関係

［Analytical conditions］
Column：L-column2 ODS 4.6 mm　I.D.
Mobile phase：CH3CN/H2O（60/40）　Temp：40℃

Fig.5　カラム圧力と温度の関係

［Analytical conditions］
Column：L-column2 ODS 4.6×150 mm（3μm, 12 nm）
Mobile phase：CH3CN/H2O（60/40）　Frow rate：1 mL/min

Fig.6　カラム圧力と温度の関係

［Analytical conditions］
Column：L-column2 ODS 4.6×150 mm（3μm, 12 nm）
Frow rate：1 mL/min　Temp.：40℃



有機溶媒の種類と分離の違い
塩基性医薬品など吸着しやすい試料の分析は、アセトニトリルを移動相に用いるとメタノールよりピークのテーリングが大きくな

ります。また粒子径3μmでは5μmに比較しカラム圧力が高くなるので、粘度の高いメタノールの使用が制限され、ピークに

テーリングがあってもアセトニトリルを使わざるを得ない状況になる場合もあります。

T.F.（2）=1.356

N（2）=18703

T.F.（2）=2.028

N（2）=18313

T.F.（2）=2.156

N（2）=20756

② Mobile phase：CH3OH/25 mM Phosphate buffer pH 7.0（80/20）

［Analytical conditions］
Column：4.6×150 mm（3μm, 12 nm）
Frow rate：1 mL/min　Temp.：40℃
Sample：1. p-Hydroxybenzoic Acid iso-Butyl Ester（I.S.）　2. Amytriptirine

Inj.vol.：2μL（each 100 mg/L）

③ Mobile phase：CH3CN/10 mM Ammonium acetate（40/60）

① Mobile phase：CH3CN/25 mM Phosphate buffer pH 7.0（55/45）
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アミトリプチリンを10分前後に溶出させるように有機溶媒比率を変えて比較しました（Fig.7)。リン酸緩衝液で比較したところアセ

トニトリル（①）よりメタノール（②）の方がテーリングが少ないことがわかります。酢酸アンモニウムでは同様にアセトニトリル

（③）よりメタノール（④）の方がテーリングが少なく、安息香酸とアミトリプチリンの溶出順が逆になります。有機溶媒や緩衝液の

種類によって溶出挙動が変わる場合があるので注意が必要です。

L-column2 ODS は、理論段数とテーリングファクター共にL-column ODS より優れ、有機溶媒の種類を変えても最高のピー

ク形状と分離を示します。これは高度エンドキャッピングによるシリカゲル表面の不活性化度に関係します。

粒子径3μmは5μmに比較し、カラム圧力が高くなるため、メタノール・アセトニトリル移動相に関わらず使用できることは、カラ

ム選択にあたって重要なポイントです。

L-column ODS　 カラム圧=12.8 MPa

L-column ODS　 カラム圧=14.5 MPa

T.F.（2）=1.601

N（2）=17341

④ Mobile phase：CH3OH/10 mM Ammonium acetate（65/35）
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Fig.7　有機溶媒の種類と分離の違い（アミトリプチリン）
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分析時間の短縮
粒子径3μmカラムは5μmカラムの2/3の長さで同等の分離能が得られます。これにより分析時間は短くなり、使用溶媒の節約

にもなります。カラム内容積が小さいのでグラジエントの際の移動相の置換や洗浄の時間も短くなり、ファーストカラムとして最

適です。

3μmの高流量で理論段数の低下が少ない利点を活かせば、さらに分析時間を短くすることができます。

流量　1 mL/min

P=4.5 MPa
流量　2 mL/min

P=9.4 MPa
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分析時間短縮 ハイスループット分析

L-column2 ODS
粒子径3μm 100 mm L

L-column2 ODS
粒子径3μm 50 mm L
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P=8.9 MPa

N（4）=7031

tR（4）=4.539
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分析時間短縮

理論段数は同等

カラム長さは2/3

分離が十分ならば

更にカラム長さを

短くできます

流量を2倍にすれば

約1/6の時間で

分析できます
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［Analytical conditions］
Column：L-column2 ODS 4.6 mm I.D.（3μm, 12 nm）
Mobile phase：CH3CN/25 mM Phosphate buffer pH 7.0（40/60）
Temp.：40℃　Detection：UV 230 nm　Inj.vol.：1μL
Sample：1. Chlorthalidone　2. Cyclothiazide　3. Indapamide　4. Spironolactone 

Fig.8　ハイスループット分析（利尿剤）
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※  2010年4月現在
※  ネジ型式は全て1/16”ウォーターズジョイント（W）になります
※  一覧にないサイズは、お問合せください




