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【緒言】クロマトグラフィーはタンパク質、DNA、バイオナノ粒
子などの分離方法として重要である。通常のクロマトグラフィ

ーでは充填剤細孔内拡散が分離性能を支配し、特に巨大

バイオ分子では分離時間を長くする必要がある。対流貫通

孔を主体とした一体材料であるモノリスを用いると流速に依

存しない分離方法が可能となるが、 その機構はよくわかっ
ていない。本研究では、モノリスクロマトグラフィーの分配係

数とピーク幅を解析することにより、分離機構を検討した。 
 
【実験】主としてイオン交換基 [陰イオン交換基 QA 基、陽イ
オン交換基SO3

-基] が導入されたdisk形状のポリマーモノリ
ス(CIM monolith disk, BIA Separations)を使用した。標準型
サイズ(dc=1.2 cm, Z=0.3 cm, ε=0.62,Vt=0.34 mL)、ミニサイズ
(dc=0.52 cm, Z=0.495 cm, ε=0.62, Vt=0.1 mL)である。比較の
ため多孔性微粒子充填カラムResource 15 (dc=0.64cm, dp=15 
µm, Z=3.0 cm, ε=0.39, Vt=0.965 mL)を用いた。サンプルとし
て 95 merまでの合成DNA(poly A, poly T)や標準タンパク質
を使用した。NaCl 塩濃度直線勾配溶出実験を AKTA 
(purifier or explorer)で実施し、得られた溶出曲線を既に報告
しているモデルで解析した[1]。 
 
【結果と考察】 典型的な直線勾配溶出曲線をFig.1に示す。
DNA が大きくなってもピーク幅はむしろ狭くなっている。こ
の現象をモデルによって解析した[1]。勾配溶出曲線のピー
ク位置での塩濃度 IRと規格化した塩濃度勾配 GH は Fig.2
で示すように両対数プロットで直線となる。この関係から吸着

サイト数Bが求まり、さらに分配係数Kの塩濃度依存性が次
式により表される。      
 

K=AI-B         (1)  
BはDNAの分子量MW<10000では多孔性カラムとほほ同じ
値となり、MW>10000 では非常に大きな値になった(Fig.3)。
mini-disk でも同様の結果が得られた。非常に大きな B値の
ためカラム内移動時間が短く、鋭いピークになることがわか

った[1]。溶出ピーク幅Wvから(2)式によりHETPを算出し[2]、
ピーク位置での分配係数 KRとの関係を Fig.4 に示した[1]。
KRに依らず一定 HETP を予想したが、KRが小さいところで

HETPが大きくなった。WvはKRが小さいところでは非常に小

さくなり、死容積による分散の寄与が無視できないためと考

えられ、今後精密に査定する必要がある。 
 
HETP =(Z/L2)(Wv/VR’)2/16  (2) 

 
 

 
  
以上の結果から、モノリスクロマトグラフィーは、大きなタン

パク質、DNA、ウイルス、ウイルス様粒子などのバイオナノ粒
子の分離に適していると考えられる。また、0.1mL までの小
型化が容易であることや、96 穴マイクロプレート形状が可能
であることも[3]、プロセス設計の加速には有利である。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Symbols A:比例定数[-], B:吸着サイト数[-], dc:カラム内径
[cm], dp:充填剤粒子径[µm], GH:規格化した勾配[M], H:相
体積比[-], HETP:理論段相当高さ[cm], IR:溶出塩濃度[M], K
分配係数[-], K’:塩の分配係数[-], KR:I=IRにおける K[-], L:ゾ
ーン圧縮係数[-], Mw:分子量, V0:カラム空隙体積[mL], Vt:カ
ラム体積[mL], Wv=4σv:ベースラインピーク幅[mL], Z:カラム
高さ[cm], ε:空隙率[-], σv:ピーク標準偏差[mL]  

Fig.1 DNAの勾配溶出曲線流(CIM QA standard, sample poly T) 

Fig.3 吸着サイト数とDNA分子量の関係(sample single strand-poly T) 

Fig.2 DNAのGH-IR曲線(CIM QA standard, sample poly T) 

Fig.4  勾配溶出のHETPとKRの関係( sample poly T)
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