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1  はじめに
D-アミノ酸が哺乳動物の体内に見い

出されたのは，ごく最近のことである1）．

従来，高等動物の生体中に存在するア

ミノ酸はL-アミノ酸のみであると考え

られてきたが，最近の研究によってこ

の定説は修正され，生体内のD-アミノ

酸の生理的役割及び老化や疾患との関

係に大きな注目が集まっている1）．生

体中の微量のD-アミノ酸が検出できる

ようになった大きな理由の1つに，高

性能液体クロマトグラフィー（HPLC）

による光学分割技術の急速な進歩が挙

げられる．

医薬・農薬等，我々の周りにある化

学物質には光学活性な化合物が多いが，

これらの生理活性は光学異性体間で大

きな差のあることが知られている．例

えば，ピレスロイド系殺虫剤のフェン

バレレートには4種類の光学異性体が

存在するが，殺虫力は（SS）体が最も

強い．また調味料のグルタミン酸は旨

味を持つのはL体のみであり，抗パー

キンソン病薬のドーパはD体の副作用

が大きいためL体が医薬として利用さ

れる．このように光学活性体を医薬，

農薬等に利用する場合，光学異性体の

分離がきわめて重要な課題となる．

本号のテーマは「分離と分取」であ

るが，光学異性体はその物理化学的性

質がほとんど同じであるため，一般に，

分離するのが非常に難しい物質であ

る．光学異性体の分離と分取のために

は，キラル固定相を用いるHPLC法が

きわめて優れた方法であり，当社では

これまで，低分子系キラル固定相を中

心に，多くのHPLC用キラル固定相を

開発してきた2）～5）．本稿では，それら

キラル固定相の開発経緯，特長ならび

高性能液体クロマトグラフィーによる
光学異性体の分離と分取精製
科学機器事業部 クロマトグループ 西岡 亮太

に応用技術等について記述したい．

2 低分子系キラル固定相の開発5）

2. 1  水素結合・電荷移動型キラル固

定相

低分子系キラル固定相は，低分子の，

不斉識別能を有する化合物（キラル識

別子）を，シリカゲル等の担体に結合

または担持させた固定相である．キラ

ル識別子としてはアミノ酸誘導体がよ

く知られている．

原らが報告したN-アセチル-L-バリン

を用いたキラル固定相CSP-1（図1）6）

や，PirkleらのN-3,5-ジニトロベンゾ

イル-D-フェニルグリシンを用いたキ

ラル固定相 CSP-2（a）（図1）7）は，

ジアステレオメリックな水素結合ある

いは電荷移動による相互作用が不斉識

別に寄与しているものと考えられる．

これらの固定相は水素結合・電荷移動

型の基本と言えるもので，その後のキ

ラル固定相研究の端緒となった3）．

CSP-2（a）の化学結合型固定相CSP-

2（b）は，現在でもピレスロイド系殺

虫剤の光学異性体比の測定に活用され

ている（図2）．またCSP-2（b）は，

カルボン酸の光学異性体を逆相系移動

相で分離する機能

を有していること

も示された8）．

大井らは，更に

分離能の優れたキ

ラル固定相の開発

を目標に，CSP-2

（b）の改良を試み，

CSP-2（b）のフェ

ニル基の代わりに

1-ナフチル基を有

する固定相 CSP-3

（図1）及びCSP-2（b）のアミド結合

の代わりに尿素結合を有する固定相

CSP-4（図3）とその近似構造を有す

る固定相を開発した9）．これらは，N-

アセチル，ベンゾイル，BOC，Z，ダ

ンシル，FMOC等のアミノ酸Ｎ保護体

やアリールプロピオン酸系抗炎症薬等

のカルボキシル基を持つ光学異性体

を，酸や酢酸塩を含むメタノールを移

動相として良好に分離することが認め
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図1  水素結合・電荷移動型キラル固定相（アミド型）

図2  ピレスロイド系殺虫剤フェンバレレートの光学異性分離
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られた10）．これらの固定相では不斉炭

素に直結する1-ナフチル基や尿素結合

が不斉識別に有効に寄与すると考えら

れる11）．大井らはこの結果を更に発展

させ，キラルなアミノ酸とキラルな1-

（α-ナフチル）エチルアミンとからな

る尿素誘導体型固定相を合成した．こ

のタイプの固定相の例（CSP-5～

CSP-8）を図3に示す．これらのキラ

ル固定相を用いて，アルコール，エス

テル，カルボン酸，アミン，アミノア

ルコール等の光学異性体が，順相系移

動相で良好に分離されることが示され

た12）～15）．その際，アミノ酸残基の化

学構造ならびにキラルなアミノ酸部分

とナフチルエチルアミン部分の立体配

置の組み合わせが，光学分割能に大き

く影響することは興味深い．

2. 2  配位子交換型キラル固定相

配位子交換型キラル固定相は，キラ

ル配位子とキレート形成化合物との配

位子交換相互作用により不斉識別を行

うもので，DavankovらによるL-プロ

リンの銅錯体を用いた固定相16）に始ま

った．大井らは，N-S-ジアルキル-D-

ペニシラミン，アミノアルコールのシ

ッフ塩基ならびに (R,R)-酒石酸モノア

ミド誘導体を配位子とする銅錯体を使

用した配位子交換型キラル固定相が，

優れた性能を有することを報告した
17）～20）．これらの配位子は，オクタデ

シル化シリカゲル上にコーティング

し，銅イオンを配位させた後，銅イオ

ンを含む逆相系移動相で光学異性体を

分離する．主な固定相の構造と分離例

を図4に示す．これらの固定相は，ア

ミノ酸，オキシ酸，アミノアルコール

ばかりでなく，カルボン酸やアミン類

の光学異性体についても直接分離が可

能であった．

3  キラル固定相の光学分割機構
3. 1  光学分割の基本原理

キラル固定相による光学分割機構に

関して，Dalglieshは，「3点結合モデ

ル」を提唱した21）．このモデルでは，

キラル固定相と光学異性体が，3箇所

の結合サイトで相互作用することによ

ってジアステレオメリックな会合体を

形成し，そのエネルギー差によって分

離が達成されると考えられる．光学分

割機構の解明のためには，実際にはよ

り精密な立体化学的解析が必要である

が，この考え方は，クロマトグラフィ

ーによる光学異性体分離の基本原理と

考えられてきた．図5に，光学分割の

モデルを模式的に示す．相互作用とし

ては，水素結合形成，電荷移動錯体形

成，イオン対形成，金属への配位結合，

双極子-双極子会合等が考えられ，これ

らの相互作用が単独または複合的に光

学分割に寄与しているものとみなされ

る2）．光学異性体の溶出順序は，それ

ぞれの光学異性

体と固定相との

相互作用の強弱

によって決定す

るので，キラル

選択子の立体配

置が逆である固

定相を使用する

と，光学異性体

の溶出順序を逆

転させることが

可能となる．

3. 2  コンピュータケミストリーによ

る分離機構の解析

キラル固定相と光学異性体との相互

作用及び溶出順序解析のため，我々は

コンピュータケミストリーの手法を用

いた検討を行った22），5）．解析のモデル

として，CSP-3とその分離対象化合物

の抗炎症薬ケトプロフェンを選定し，

安定構造を模索した後，分子力学

（MM）法または分子動力学（MD）法

により複合体の構造を安定化させ，解

析を実施した．※注）

モデルの構築にあたっては，実際の

固定相表面の状態に近づくように，シ

ラノール基やアミノ基を光学活性部位

の周りに配置した．計算結果のモデル

を図6に示す．CSP-3とケトプロフェ

図4  配位子交換型キラル固定相と分離例図3  水素結合・電荷移動型キラル固定相（尿素型）

図5  光学分割機構のモデル

※注）コンピュータケミストリーによる計算は，
住友化学工業株式会社 筑波研究所，石飛昌光氏の
ご協力により実施した．
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ン各光学異性体との安定化させた複合

体のポテンシャルエネルギーは，

CSP-3と（R）体の場合が -7666.71

kcal/mol，CSP-3と（S）体の場合が

-7671.94kcal/molとなり，CSP-3

と（S）-ケトプロフェンの組み合わせの

方がエネルギーが低く安定であった．

これは，HPLCにおいて，（R）体が先

に，（S）体が後に溶出することと一致

する結果である．主な相互作用サイト

は，CSP-3の3,5-ジニトロベンゾイル

基のC=OとケトプロフェンのＯＨであ

った．また，（S）-ケトプロフェンが

CSP-3に近づくにつれ，CSP-3の

3,5-ジニトロベンゾイル基側のアミド

結合がトランス体からシス体に変化

し，同時に相互作用サイトのC=OとＯ

Ｈの距離が急激に短くなり，さらに系

のエネルギーが下がり安定化すること

が認められた．

この他，CSP-8とその分離対象化合

物としてβ遮断薬のプロプラノロール

についても解析を行ったが，この場合

もHPLCの溶出順序を支持する計算結

果が得られた22），5）．以上の検討により，

コンピュータケミストリーの手法が，

固定相と光学異性体の相互作用の解析

及び溶出順序の予測をある程度可能と

し，光学分割機構の解明や新規なキラ

ル固定相開発のための有用な知見を得

る手段となり得ることが示された．

4  低分子キラル固定相の特長と応用
4. 1  低分子系キラル固定相の特長

一般に，低分子系キラル固定相の特

長として，以下の点が挙げられる．

（1）固定相が化学的に安定であり，

様々な移動相が使用可能である．

（2）理論段数の高いカラムが得られる．

（3）試料負荷量が大きく，分取に有利

である．

（4）光学異性体の溶出順序を逆転させ

ることが可能である．

特に，溶出順序の逆転は低分子系キ

ラル固定相の最大の特長と言えるが，

ここではその特長を有効に利用した応

用例を示す．

4. 2  微量D-アミノ酸の定量

今井らは，4-フルオロ-7-ニトロ-

2,1,3-ベンゾキサジアゾール（NBD-F）

でラベル化されたアミノ

酸の光学異性体が，CSP-

3，-7 等を使用して，ク

エン酸含有メタノールを

移動相として良好に分離

されることを認め，この

手法を用いて，生体中の

D-アミノ酸に関する研究

成果を報告した23）～27）．

NBD-Fは今井らによって

開発された蛍光誘導体化

試薬である28）が，これは

試薬自身が無蛍光で，第

一及び第二アミンと緩和

な条件下で反応して，励

起波長470nm，蛍光波長

530nmという長波長に極

大波長を有する誘導体を

生成することから，内因

性妨害物質の影響を受けにくい高感度

ラベル化剤として知られている．NBD

化したアミノ酸の構造と分離例を図7

に示す．

CSP-3はキラル選択子として，

（R）-1-ナフチルグリシン誘導体を使用

しているが，この対掌体である（S）-1-

ナフチルグリシン誘導体を結合した固

定相を用いると，ほとんどのNBD化ア

ミノ酸でＤ体が先に溶出する．クロマ

トグラフィーによる光学異性体の微量

分析においては，微量の異性体を先に

溶出させた方が，感度・精度の面で好

ましいので，逆転固定相が利用できる

ことは，微量分析にきわめて有効であ

る．また逆転固定相を用いて同一の試

料を測定することにより，光学異性体

のピークの同定が容易になることも大

きな利点である．

4. 3  光学異性体の分取精製

光学活性化合物を対象とする研究に

おいて，光学異性体の分離定量技術と

ともに，光学的に純粋な光学活性体を

いかにして入手するかが重要な課題と

なる．光学活性体を得る方法として，

図7  NBD-Fによるアミノ酸の蛍光ラベル化反応と
ラット松果体中のDL-アスパラギン酸の測定26）

図6  コンピュータケミストリーによる計算結果のモデル
CSP-3（SUMICHIRAL○R OA-2500）とケトプロフェン
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不斉合成法で直接光学活性体が得られ

る場合を除いて，何らかの方法でラセ

ミ体を分割する必要があるが，その手

法としては，結晶化法，酵素法，クロ

マトグラフィーによる分取等が挙げら

れる29）．HPLCによる分取法は，目的

成分を高純度で得ることのできる方法

である30）が，光学異性体の単離におい

ても比較的簡便で実用的な手法として

注目されている．HPLCの分取用カラ

ムを使用して光学異性体を単離する場

合，分離が不十分であると，後に溶出

する光学異性体中に，先に溶出する光

学異性体が混入しやすいので，光学純

度の高い光学活性体を得るのが困難と

なる．このような場合，逆転固定相を

利用して，分取したい光学異性体を先

に溶出させることが非常に有効な方法

となる．

光学異性体の

単離精製の実例

として，サルソ

リノール代謝物

のHPLC分取を

示す5），31）．サルソ

リノール（1-メ

チル-6,7-ジヒド

ロキシ-1,2,3,4-

テトラヒドロイ

ソキノリン）は，

当初パーキンソ

ン病患者の尿中

に見出されたド

ーパミン誘導体

で，その光学異

性体間の生理作

用の差異に興味

が持たれていた

が，これまでの

研究で，主とし

て(R)体が生体中

に存在すること

が示唆されてい

る32）．また，体

内での代謝に関

しては，（R）-サルソリノールのＮ位の

メチル化が主要代謝経路と見なされ，

その生理作用解明のために，代謝物で

ある(R)-Ｎ-メチルサルソリノールの単

離精製とその光学純度検定が重要とな

ってきた．

我々は，N-[（R）-1-（α-ナフチル）

エチルアミノカルボニル]-D-プロリン

をキラル選択子とするCSP-9を用い

て，順相系移動相で，Ｎ-メチルサルソ

リノールの光学分割が可能であること

を認めたが，この場合，（S）体が先に，

（R）体が後に溶出する．主成分である

（R）体の光学純度検定のため，試料中

の微量の（S）体を検出するにはこの溶

出順が望ましい．一方，（R）体を純粋

に分取精製するためには，先に述べた

理由から（R）体が先に溶出するのが好

都合であるため，CSP-9の対掌体であ

るN-[(S)-1-（α-ナフチル）エチルアミ

ノカルボニル]-L-プロリンを固定化し

た逆転固定相（CSP-9’）を利用して先

に溶出する（R）体の分取を試みた．そ

の結果，光学純度97%e.e.以上の

（R）-Ｎ-メチルサルソリノールを得る

ことが可能となった．光学純度検定時

ならびに分取時のクロマトグラムを図

8に示す．これは逆転固定相の特長を

利用して光学異性体の分取精製を行っ

た好例といえる．

5  シクロデキストリンを導入し
た新しい固定相の開発
水素結合や電荷移動の相互作用を介

して形成されるキラル固定相と各光学

異性体とのジアステレオメリックな会

合体の微少なエネルギー差は，一般に，

水を含む溶媒中では識別されにくい．

しかし最近，環境への配慮ならびに医

薬や生体成分等の高極性試料の分析の

ため，水を含む逆相系移動相で優れた

光学分割能を有するキラル固定相への

要望が非常に強くなってきている．こ

のような背景から，我々はキラル選択

子としてのシクロデキストリンに着目

した．シクロデキストリンは多くの機

能特性を有しているが，Armstrongら

によってHPLCキラル固定相としても

その有用性が示された33）．シクロデキ

ストリンを用いたキラル固定相では，

その疎水的な空洞内にゲストとして光

学異性体分子を取り込んで不斉識別を

行うので，逆相系の移動相で性能を有

することが大きな利点である．

従来のシクロデキストリン固定相の

多くは，担体としてのシリカゲルに，

疎水性のアルキル鎖を介してシクロデ

キストリン誘導体を化学結合してい

た．我々はこのスペーサー部分の改良

を試み，β－シクロデキストリンを，

糖鎖であるグルクロイルグルクノイル

基とアミド結合を介してシリカゲルに

化学結合した固定相CSP-11（図9）

図8  光学異性体の分取精製
（a）光学純度検定クロマトグラム（b）分取クロマトグラム　試料：サルソリノール代謝物
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を合成した34）．この固定相を使用した

クロマトグラムの例を図9に示すが，

従来のシクロデキストリン固定相に比

べて，理論段数が高く，非常にシャー

プなピーク形が得られた．これは，極

性の高いスペーサー部が，試料と担体

との間の不斉識別に関与しない副次的

な相互作用を遮蔽しているためと推定

された35）．CSP-11は，酸性のリン酸

緩衝液とアセトニトリル混液を用い

て，芳香族のカルボン酸，ケトン，ア

ミン等多くの光学異性体分離が可能

で，実用的に優れていることが示され

た．以上の結果は，同じキラル選択子

を用いた固定相でも，スペーサー部分

が異なれば性能差が生じることを示唆

していて，新規固定相をデザインする

上で興味深い知見である．

6  おわりに
医薬，農薬，食品等，生理活性物質

に関連した広い分野において，光学異

性体分離の重要性はますます増大して

いる．低分子系キラル固定相は多くの

優れた特長を有しているので，これら

の特長を生かした応用技術の発展なら

びにホストゲスト系キラル選

択子等を用いた更に高性能な

キラル固定相の開発が期待さ

れる．

HPLCキラル固定相の技術

を基盤とした今後の展開とし

ては，2つの方向が示唆され

る．1つは，工業規模での光

学異性体の単離精製技術であ

り，特に疑似移動床法への適

用が注目されている．もう1

つは，環境負荷を考慮した分

析のミクロ化あるいは高速化，

高理論段数化へのアプローチ

であり，ミクロHPLCやキャ

ピラリー電気クロマトグラフ

ィーの分離剤としての応用が

期待される．

注）CSP : chiral stationary phase

キラル固定相
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