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親水性相互作用液体クロマトグラフィー
メソッド開発のための優れた
ソリューション 

親水性相互作用液体クロマトグラフィー ( CILIH ) とは何ですか?

親水性相互作用液体クロマトグラフィー ( CILIH ) は、逆相液体クロマトグラフィー ( CLPR ) では保持することが難しい親水性中性および極性化合物の保
持および分離のための強力なクロマトグラフィー技術に進化しました。 CILIH  は、極性固定相と有機/水性移動相  [1]  を組み合わせて使用します。
通常、この移動相には高い割合の有機成分 (約 06 % アセトニトリル) が含まれます。 CILIH  では水が強力な溶媒であり、 CLPR とは異なり、移動相中
の水の割合が増加すると分析物の保持力が低下します。 (図 1) 
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図 1. CILIH モードでの溶媒溶出強度
 



CILIH  は構造的に複雑であり、分析物、固定相、溶離液の間の相互作
用の複数のモードの組み合わせが関与します。  CILIH  では、図  2  に示す
ように、固定相表面に水分が豊富な層が存在します。この層を形成するに
は、移動相に少なくとも約  3%  の水が必要です。  分析物の保持は、多く
の場合、水分が豊富な層への分析物の分配と、水素結合および静電相
互作用の組み合わせによるものです。  [2-5]

CILIH  を検討すべき場合   

CILIH  は、 CLPR  による保持が難しい親水性分析物に適用できます。 
検体の gol  P 値と gol  D 値は、 CILIH  による保持に対する検体の適
合性を示すことができます。 一般に、分析物が CLPR  でカフェインより前に
溶出する場合 ( gol  P ~ゼロ)、 CILIH  による分析に適している可能性が
ありますが、後に溶出する分析物は CLPR  により適している可能性があり
ます。 図 3 は、 ECA ® C 81  カラムで PR  勾配を使用して分離された 3 
つの分析物のクロマトグラムを示しています。 シトシンは親水性が非常に高
いことより、C 81 カラム上ではほとんど保持されないため、 CILIH  の候補とし
て適しています。 疎水性分析物のナフタレンはよく保持され、 CLPR  に最
適です。 カフェインは CLPR  モードで保持されますが、 CILIH  モードでも保
持される可能性があります。 CLPR  と CILIH  の間のこの重複領域は、ど
ちらのモードにも利点があるため、しばしば議論の対象になります。通常、
選択はアプリケーション主導で行われます。

         
             
          
          

            
          
         

           
           

        
          
            

          
         

     

CILIH のメリット

CILIH  技術は、極性分析物の保持に加えて、他の有用な利点も提
供します。 図 4 は、 CILIH  がどのように CLPR  に対して直交選択性
を提供するかを示しています。 この例では、分析物の混合物の溶出順
序が CLPR  と比較して CILIH  モードで完全に逆転します。 選択性
はクロマトグラフィーにおける分析対象物の分離の鍵であるため、

CILIH  を使用して極性から極性の分析対象物の選択性を最大化す
ることは役立ち、サンプル内のすべての種が観察される可能性を高める
ための強力なツールです。

CLPR  とは異なり、 CILIH  では、極性化合物を保持するためにイオン
対試薬 (他の理由で困難な場合があります) などの移動相添加剤を
使用する必要がありません。 溶離液中のアセトニトリルの体積分率が
高いと、背圧が低くなり、拡散率が高くなるため有利です。 実際には、
これによりアナリストは次のことが可能になります。

          
         

        
          

        
         

         
        
         

      
        
  

Stationary 
Phase Particle

Water 
enriched 

layer 

Electrostatic 
RepulsionElectrostatic 

Attraction

Neutral 
Analyte

Charged 
Analyte

Charged 
Analyte

Polar Neutral 
Analyte H-bonding

Partitioning 

図 2. CILIH  における保持メカニズムの概略図 図 3. 逆相と CILIH  動作範囲の実際的な図

Column: ACE® Excel 2 C18, 100x3,0 mm
Mobile phase:   A: 10 mM ammonium formate pH 3,0 in H20 

B:  10 mM ammonium formate pH 3,0 in ACN/H20 (90:10 v/v)
Gradient: 5 to 100% B in 10 minutes 
Flow rate: 0,4 ml/min 
Temperature: 30 ºC
Detection: UV, 254 nm
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より小さく、より効率的な粒子とより高い流量を使用し、より迅速な分
離につながります。 さらに、 CILIH  モードでは有機修飾剤の含有量が
高いため、 CL - SM  アプリケーションのエアロゾル液滴脱溶媒和がより効
果的に行われ、その結果、イオン化が改善され、信号応答が強化され
ます。



CILIH  には多くの利点があるにもかかわらず、 CILIH  の保持メカニズムは
あまり理解されていないため、 CILIH  に関する知識と経験は一般に 

CLPR  よりも低いことを意味します。 その結果、メソッド開発戦略はあまり
明確に定義されない傾向があります。 ECA  CILIH  フェーズの新しいファミ
リーは、系統的なメソッド開発フローチャートと組み合わせて、メソッド開発
への簡素化されたアプローチを提供し、成功するメソッドを生成する可能
性を最大化するように設計されています。

メソッド開発の 3 つのフェーズ    

クロマトグラフィー法を開発するには、分離の選択性を適切に調査するこ
とが不可欠です。 これにより、クロマトグラファーは分析物の分解能を最
適化し、より堅牢なメソッドを開発することができます。 カラム固定相は、

CILIH  メソッド開発における選択性に影響を与える最も強力なパラメー
ターの 1 つです。 [6] 新しい ECA  CILIH  カラム ファミリは、超不活性
多孔質シリカを使用して製造されており、優れたピーク形状、再現性、
堅牢性を備えています。

         
        

       
        

          
         

        
        

このカラムファミリーは 3 つの新しい固定相で構成されており、互いに実質的
に異なる選択性を実現し、メソッド開発のトータルソリューションを提供するよ
うに特別に設計されています。 3 つの相は、単一カラムとして入手できること
に加えて、単一カラムの価格で 3 つの固定相すべてが含まれる費用対効
果の高い CILIH  メソッド開発キットとしても購入できます。

CILIH -A: 高い陽イオン交換能を示す酸性固定相。 帯電した
塩基は、この相に対して静電的な引力を示します。

       
      
   

        
       

CILIH -N:
 
アニオンおよびカチオン交換能力が低い中性の結合相。 保

持は主に極性相互作用、吸着、分配によって支配されます。         
        

   

図 4. 3 つの極性分析物、1 つの塩基性分析物、および 1 つの疎水性分析物の分離における CLPR  と CILIH  の比較

REVERSED PHASE 

Column: ACE 5 C18, 150x4,6 mm   
Mobile phase:   10 mM NH4COOH pH 4,7 in MeCN/H20 (40:60 v/v)
Flow rate: 1.5 ml/min
Temperature: 30 ºC  
Detection: UV, 254 nm 

Sample: 1: Cytosine  2: Uracil  3: Caffeine  4: Nortriptyline  5: Toluene 

HILIC

Column: ACE 5 C18, 150x4,6 mm  
Mobile phase:   10 mM NH4COOH pH 4,7 in MeCN/H20 (92:8 v/v) 
Flow rate: 1.5 ml/min  
Temperature: 30 ºC  
Detection: UV, 254 nm

Phase USP listing Functional group Endcapped Particle size (µm) Pore size (Å) Surface area (m2/g) Carbon load (%) pH range

ACE HILIC-A L3 Proprietary SIL No 1,7; 3; 5 100 300 - 2 – 7

ACE HILIC-B L8 Proprietary aminopropyl No 1,7; 3; 5 100 300 4,0 2 – 7

ACE HILIC-N Pending Proprietary polyhydroxy No 1,7; 3; 5 100 300 7,0 2 – 7
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HILIC-B:酸性分析物を保持するための適度な陰イオン交換
能力を備えた基本特性相。



直交選択性を最大化してメソッド開発を改善

CILIH  ファミリのカラムは、さまざまな移動相組成および Hp  にわたって互い
に異なる選択性を提供する  3  つの  CILIH  相を提供するように設計されて
います。  同一条件下で一連の分析対象物をクロマトグラフィー処理し、2

 
つ

の相でのそれぞれの分析対象物の保持時間の違いを調べることによ り、選
択性の観点から  2  つの  CL  固定相が互いにどのように異なるかを定量的に
評価することができます。

2 つの相上の分析対象について得られた保持時間をプロットすると (図  5  の
例を参照)、決定係数  (R2)  で示される散乱によって選択性の違いを特定
できます。  散乱度が高い  (R2  値が小さく、1,0  から遠い)  ことは、2  つ
の相が非常に異なる選択性を示していることを示します。 その後、式 1 に
従って選択性記述子 S を取得することが可能になります。 [7]

           
          
           

           

3 つの CILIH  カラムによる選択性の違いを調べるために、合計 84  個
の化合物を同一のクロマトグラフィー条件下でスクリーニングしました。

         
          

      

S

 

=

 

100

 

×

 

√(1 − R2)

 

EQUATION

 

1

CILIH  の典型的な動作 Hp  範囲を調査するために、3 つの移動相 Hp  
値 (3,0、4,7、および 6,0) で実験を繰り返しました。 図 6 は、各 Hp  で
の 3 つの CILIH  相を比較した選択性の三角形を示しています。 得られ
た大きな S 値は、3 つの相が各 Hp  値で互いに実質的に異なる選択性を
提供することを示しています。 これらの選択性記述子の値は、3 つの相が
特定の Hp  で一連の分析対象物に対して異なる保持順序と溶出順序を
提供する可能性があることを示しており、これはメソッド開発スクリーニングに
理想的です。 0 に近い S 値は 2 つの位相が同一の選択性を提供するこ
とを示し、値 001  は完全な直交性を示します。

         
           

        
          

        
         

        
         

           
         
        

           
          

           
        

図 5. CILIH -A 相と CILIH -N 相での 84  種類の
分析物の保持時間の比較。 実験条件の詳細につい
ては、参考文献 6 および 8 を参照してください。

図 6. S3 つの異なる移動相 Hp  における 3 つの 
CILIH  相の選択性を比較した選択性の三角形
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HILIC 相間の直交選択性の例を図 7 に示します。一連の酸性、塩基
性、中性分析対象物を、pH 4.7 の 3 相でクロマトグラフィー処理しまし
た。 中性分析物は 3 つの相で同様の溶出順序を示しますが、2'-エオ
キシグアノシンは HILIC-B 相および HILIC-N 相ではるかに大きな保
持を示します。 負に帯電した酸性分析物は、HILIC-A では低い保持
率を示し、HILIC-N では中間の保持率を示し、HILIC-B では保持さ
れます。 これは、このアプリケーションの各フェーズによってもたらされる静電
相互作用の程度が異なるためであると考えられます。 正に帯電した塩基
性分析物 (ピーク 4、7、および 8) は逆の傾向を示し、HILIC-B では
保持時間が短くなり、HILIC-A では保持力がはるかに強くなります。



図 7. CILIH  相での酸性 (赤)、塩基性 (青)、中
性 (緑) 分析物の混合物の比較
Column format: 5 µm, 150x4,6 mm, mobile 
phase: isocratic, 10 mM ammonium formate 
pH 4,7 in MeCN/H2O 
(90:10 v/v), flow rate: 1,5 ml/min, temperature: 
25 °C, injection volume: 5 µl, detection: 
UV, 254 nm. Sample: 1. 4-amino benzoic 
acid, 2. nicotinamide, 3. 4-hydroxybenzoic 
acid, 4. adenine, 5. mandelic acid, 6. 
2’-deoxyguanosine, 7. acebutolol, 8. tyramine, 

図 8. 3 つの CILIH  相のそれぞれに対する移動相 
Hp  の影響を示す選択性の三角形

最終的な効果は、予想どおり、このアプリケーションでは
 
3
 
つの相が非常

に異なる溶出順序を示し、クロマトグラファーにメソッド開発のさまざまな
オプションを提供することです。

溶離液の
 

Hp :
 
選択性をさらに制御

     
カラム固定相の次に、選択性を制御するための最も強力な CILIH  パラ
メーターは溶離液の  Hp  です。  サンプルにイオン化可能な分析物が含ま
れている場合、溶離液の  Hp  を変えることでイオン化の度合いを制御で
きることがよくあります。  酸性分析対象物は、 aKp  より低い溶離液

 
Hp

 でクロマトグラフィー処理すると中性になり、 aKp  より高い  Hp
 

ではイオン
化して極性が高くなります。  基本的なサンプル  コンポー ネントについては
その逆が当てはまります。

          
         
         

          
        
          

           
CILIH  カラムファミリーは、 CILIH -A 相および  CILIH -B  相のイオン化状

態も  Hp  に依存するため、溶離液  Hp  の影響をさらに強化します。 
CILIH -A は正味の負の表面電荷を帯びることがあります。  Hp  を上げる

と、相のイオン化度が高まり、カチオン性分析物の保持力が高まります。
 同様に、溶離液の  Hp  は  CILIH -B  相のイオン化に影響を与える可能
性があり、それによって相のポジティブな性質の程度が変化します。

       

         
           
          

         
          

         
         

     

異なる溶離液 Hp  の選択性記述子も各相に対して生成できま
す。 (図 8) この演習でも高い S 値が得られました。

        
          

        

Elution Order 

Elution Order 

Elution Order 

ACE HILIC-A 

ACE HILIC-N

ACE HILIC-B
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次に、異なる移動相 Hp  で 3 つの CILIH  相で定組成または勾配条件を
使用してサンプルをスクリーニングし、分離に適したカラムと Hp  の組み合わ
せを特定します (ステップ 2)。 次に、有機物%、温度、緩衝液強度などの
パラメーターを最適化して (ステップ 3)、最終的な CILIH  分離を行うこと
ができます。 このような戦略を採用することで、メソッド開発プロセス中に十
分な情報に基づいた論理的な決定を下し、適切なカラムと移動相の組み
合わせを使用して堅牢なメソッドを開発することができます。

Parameter Comments

Column ACE HILIC-A, ACE HILIC-B and ACE HILIC-N, 150x4,6 mm

Gradient mobile phase A: 10 mM ammonium formate in MeCN/H2O (96:6 v/v) 
B: 10 mM ammonium formate in MeCN/H2O (50:50 v/v) 
Ammonium formate is at pH 3,0; 4,7 or 6,0

Gradient screen Time (mins.)  %B

0 0

15 100

20 100

21 0

41 0

Isocratic mobile phase 10 mM ammonium formate in MeCN/H2O (90:10 v/v) 
Ammonium formate is at pH 3,0; 4,7 or 6,0

Flow rate 1,5 ml/min

Temperature 25 °C

Detection Dependent on sample

特に図 9 は、3 つの異なる移動相 Hp  で CILIH -B でクロマトグラフィ
ー処理された同じ分析物のセットを示しています。 移動相の Hp  を変更
することで、酸性分析物の保持を制御でき、分離の選択性が大幅に変
わります。 移動相の Hp  が選択性を最適化するための強力かつ実用的
な手段となることが明確に実証されています。

合理化された CILIH  メソッド開発戦略    

このホワイトペーパーに示されているデータから、 CILIH  でのメソッド開発への
強力なアプローチは、 CILIH  固定相の種類と移動相の Hp  の両方を調べ
て適切な固定相と移動相の組み合わせを特定することです。 図 01  は、
これらのパラメータに基づいた論理的で段階的なメソッド開発戦略の概要を
示しています。 最初（ステップ 1）、できるだけ多くの分析物情報 aK	(p 、

gol  P、 gol  D  など)	を収集することをお勧めします。

          
         

          
         

        
       

           
            

図 9. 異なる移動相 Hp  における CILIH -B 相上の
酸性 (赤)、塩基性 (青)、中性 (緑) 分析物の混合
物の比較 Column format: 5 µm, 150x4,6 mm, 
mobile phase: Isocratic, 10 mM ammonium 
formate in MeCN/H2O (90:10 v/v), flow rate: 1,
5 ml/min, temperature: 25 °C, injection 
volume: 5 µl, detection: UV, 254 nm. Sample: 1. 
4-amino benzoic acid, 2. nicotinamide, 
3. 4-hydroxybenzoic acid, 4. acebutolol, 
5. adenine, 6. tyramine, 7. atenolol, 8. 
2’-deoxyganosine, 9. mandelic acid.

図 1. CILIH  スクリーニング実験の推奨条件

pH 3.0

pH 4.7

pH 4.7
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FIGURE 10. Flow diagram for recommended 
HILIC method development strategy.
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メソッドは
堅牢です
か

 
?

開発されたメ
ソッド

 

アイソクラティック分析に
より分離は改善されまし

たか?

グラジエント分析により
分離は改善されました

か?

アイソクラティック
モードに戻る

 グラジエント
モードに戻る

 

pH 3,0; 4,7 と 6,0

スタート

分析物の特性はわ
かっていますか?

Hp  3.0 から 2 つの Hp  
値を選択します。 ol / ap  デ
ータに基づく 4,7 および 6,0

3 つの C CILIH  フェーズで適切な Hp  値を使用して、グラジエ
ントまたはアイソクラティック スクリーニング プロトコルを実行します 

(表 1)

リテンションウィンドウ
は狭いですか？

リテンションウィンドウ
は広いですか？

アイソクラティック条件を使
用して分離が達成できるか
どうかを評価する

グラジエント条件を使用して
分離が達成できるかどうか
を評価する

スクリーニングデータから最も有望なカラ
ムと移動相の組み合わせを選択する

温度、イオン強度などの他のパラメ
ータを調査して分離を最適化し

ます。

メソッドの堅牢性
を評価する



CILIH  メソッドを成功させるための実践的なヒント – 平衡化とサンプル
希釈剤

CILIH  メソッドのパフォーマンスと再現性が低下する最も一般的な 2 つ
の原因  は、サンプル希釈液とカラムの平衡です。 一般に、サンプル希釈
液は可能な限り移動相と組成が類似している必要があり、希釈液中の
水の割合が高い ( CILIH  モードでは強溶媒) ことは避けるべきです。 

CILIH  分離で不十分なピーク形状が観察された場合は、最初にサンプ
ル希釈液を評価する必要があります。

          
        

        
          

          
            

          
  固定相は、使用前に常に必要な移動相と平衡化する必要があります。 固

定相表面に安定した水分豊富な領域が必要なため、 CILIH  での平衡時
間は CLPR  よりも長くなる可能性があります。 一般に、新しいカラムを初め
て使用する前に、 06  ～ 08  カラム容量の移動相で平衡化する必要があり
ます。 使用後は毎回、カラムをフラッシュしてバッファーを除去し、カラムに付
属のテストクロマトグラムに記載されているとおりに保管する必要があります。 
その後のアイソクラティック分析では、サンプルを注入する前の平衡化には 
02  カラム容量の移動相があれば十分です。 次の式を使用して、1 本のカ
ラムの体積を見積もることができます。

        
           

         
           

           
            

           
         

         
          

          
   

ここで、 MV  はカラム容量 ( lm )、L はカラムの長さ ( mm )、 cd  はカラム
内径 ( mm ) です。 移動相の 1 カラム容量を分で溶出する時間は、
次の式で求められます。 (F は lm / nim  単位の流量)

c

グラジエントモードで作業する場合、グラジエント実行ごとに CILIH  カラムを
グラジエント開始条件で再平衡化するには 01  カラム容量が必要であるこ
とが判明しています。 一般に、メソッドの堅牢性と再現性を確保するため、
グラジエント  CILIH  メソッド開発のパラメータとして平衡時間を調査し、 正
確に文書化することをお勧めします。  これら  2  つのトピックについての詳しい
説明は、以下にあります。
sptth //: ku . rwv . moc / smc / yhpargotamorhc _ lanoitacude _ noitamrofni

0.5c x L x d2c
1000VM =

VM 

Ft1VM =

結論

このホワイトペーパーは、これら 3 つの新規 ECA  CILIH  結合相が互いに
大きく異なる相補的な選択性を提供することを実証しています。  選択性の
違いを移動相の  Hp  とともに利用して、選択性を徹底的に調査し、メソッド
開発中に適切な固定相と移動相の組み合わせを選択できるようにします。
 メソッド開発に対するこの段階的なアプローチは、クロマトグラファーがメソッ ド
開発プロセスを実際的な方法で合理化できるようにするために推奨されま
す。
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