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両性イオン基ZICヒリックカラムによる  

上手な極性化合物の分離 

極性および親水性化合物のヒリック分離      

についての最新の進歩 

長江徳和（クロマニックテクノロジーズ)  

エイナーポンテン（SeQuant） 
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ヒリックの関心が急増 
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ピリックに関する論文の年間発表数[1+update] 
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なぜヒリック? 

新規な，より効果的な方法による

分析上の問題点の解決! 

 

米国におけるペットフードスキャン

ダル 

歯磨き中のジエチレングリコール 

食品中のアクリルアミド 

糖ペプチドの同定 

 

 

 

 

メラミン– シアヌル酸 
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イオン交換 

ヒリック 

順相 

逆相 
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順相クロマトグラフィー 

液体クロマトグラフィーの最初の概念 

 固定相としてセルロースや無機酸化物（シリカ） 

 非極性移動相（ヘキサンなど） 

 
固定相のおもな限界点 

 遅い平衡化 

 不均一なサイトの存在 

 保持時間の変化 
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逆相クロマトグラフィー 

結合された非極性固定相により順相シリカ由来の問題点が解決された: 

 再現性 

 堅牢性 

 生態関連試料の分析への適合性 

逆相は優れた手法となった! 

(…しかし電荷を有していたり，強い双極性のある，または水素結合性のある

親水性化合物については，まだ問題がある) 



HILIC  ７/42   

 

© Copyright SeQuant AB 2007                                                                                                                            Japan Nov, 2007                    

親水性化合物のための逆相  

親水性化合物を分離するために堅牢な結合相が考案され，様々なアプローチ

が試みられた: 

イオンペアーまたはミセルクロマトグラフィー 

 機構についてはまだ議論中[2] L質量分析計(MS)への適合性が低い[3] 

極性基埋込型固定相 

 安定性が低く，カラムからの溶出物が多い 

 水の多い移動相 -> 低い濡れ性 -> 再現性低下[4] 

誘導体化 

 時間の消費と多くの干渉 

… LC-MS には他に代わるべき方法が必要になる... 
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ヒリック – 単刀直入な（簡単な）アプローチ! 

 水を含む溶媒（移動相），調整が簡単 

 極性化合物の高い溶解性 

 ｴﾚｸﾄﾛｽﾌﾟﾚｰｲｵﾝ化(ESI)-MS の感度向上[5] 

 逆相と相関性がない（直交する）[6] 

 結合相を有するヒリック固定相が入手可能! 



HILIC  ９/42   

 

© Copyright SeQuant AB 2007                                                                                                                            Japan Nov, 2007                    

 

単純な

シリカ 

結合型逆相

固定相 

結合型ヒリック固

定相 
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ZIC®-HILICジック-ヒリック 
 

 

結合している固定相 
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逆相と相関性のない（直交する）ヒリック 

0 1 2 3 4 5

Retention Time (min)

Naphthalene

Uracil

 

 
親水性固定相… 
 
有機溶媒組成比の高い溶離液（移

動相）  

 

 溶離液: 
 70% (v/v) アセトニトリル  
 30% (v/v) 水 

 

 ZIC®-HILICキャピラリカラム  
 (150 x 0.3 mm, 5 µm, 200 Å) 
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 “ヒリック・親水性化合物”... 

 

 

ベタイン コリン アセチルコリン メチルマロン酸 
ホモシステイン ニコチン酸 

グルコシノレート 

シゴキシン 
葉酸 

ネオマイン 

ドーモイ酸 サイシトキシン オメプラゾール アランドイン 

ニコチヌル酸 

1-デオキシノジリマイシンド
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ヒリックの保持機構 

 

 

  

試料成分 

親水性分配 
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ヒリック保持機構 

 

 

  
 

親水性分配 

静電的相互作用 
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ヒリックの日の出! 

 

...空に雲がかかっているか? 
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ヒリック機構 – まだ議論中 

 

1952年に Samuelsson[7] により

アンバーライト IRA-400でのモノサ

ッカライドの分離としてヒリックが示

された。 

1990年アルパートにより略語

の”HILIC” が提案された[8]   

必要とするもの: 

固定相表面の水を多く含む相 

用いられるもの: 

両性イオンは安定的に含水し

た状態になる 
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ヒリックの機構 

ほとんどのヒリック分離は多様性があると思われる 

分配 

溶離液（移動相）と含水している固定相との間の液-液分配 

クーロン力の相互作用と水素結合性 

固定相から，または固定相上の堅固な結合水から生じる相互作用 

 THF は水素結合受容体として働くので，THFを用いるとアセトニトリルより保持

は弱くなる[9] 

 水素結合性や多様な機構が報告され。証明されている[10-12] 

 シアノプロピルカラム – 水素結合性がないので，保持しない[13] 
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報告されたヒリックカラムの問題点 

ヒリックシリカカラム 

 グラジエント溶離には適さない，しかも操作pH範囲に制限がある[15] 

 カラム安定化のために何回も注入しないといけない[12] 

 試料が過負荷になりやすく，ラングミュアー等温式からずれる挙動をする[12] 

アミノプロピルシリカカラム  

 カラムブランドにより大きな差がある[14,16] 

 緩衝液でのカラム平衡化時間が長い，固定相が壊れ溶出する[17-21] 

Poly(2-hydroxyethyl aspartamide) 

 低いカラム効率 [22], 安定性に限界がある[23], 固定相が壊れ溶出する[24] 

一般的なヒリックの現象 

 イオンも保持され，試料成分と一緒に溶出する  MS サプレッション 
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ヒリック固定相の比較 

中性 
 

 イオン相互作用が

ない 

 低選択性 

 pH-依存しない 

 

 

 

 

           diol 

荷電 
 

 高選択性 

 強いイオン相互作用 

 高濃度緩衝液が必要 

 pH-依存する 

 

    

   silica          amino  

両性イオン 

“電荷しているが中性” 

 高選択性 

 弱いイオン相互作用 

 安定な水和層 

 pH-依存しない 

     

ZIC®-HILIC & ZIC®-pHILIC 
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芳香族カルボン酸の分離 

 
Investigating the Effect of Chromatographic Conditions on Retention of Organic Acids in Hydrophilic Interaction Chromatography 
Using a Design of Experiment        Y. Guo, S. Srinivasan, S. Gaiki, Chromatographia, 66 (2007) 223-229 

ゲンチシン酸 サリチル酸 アセチルサリチル酸 

馬尿酸 α-ヒロドキシ馬尿酸 サリチル尿酸 
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芳香族カルボン酸の分離 

 
移動相: アセトニトリル/水 (85/15, v/v) 含む 10 mM 酢酸

アンモニウム(pH ~ 6.8) 

R-Si-O- 

R-N+---S- 

R-NH3
+ 

Y. Guo, S. Srinivasan, S. Gaiki,  
Chromatographia, 66 (2007) 223-229 

シリカ 

アミノ 
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芳香族カルボン酸の分離 

 
 

EXPERIMENTAL DESIGN 
Model term ranking 

 
Y. Guo, S. Srinivasan, S. Gaiki,  
Chromatographia, 66 (2007) 223-229 

ファクターランキング 

アセトニトリル 

最も重要 

温度 

重要でない 

移動相中の塩濃度 

カラムによって大きな差がある 

 

移動相pHの影響は? 
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芳香族カルボン酸の分離- 異性体 

 

ZIC®-HILIC  

150 x 2.1mm, 3.5 µm, 100 Å 

移動相: 

82/12 (v/v) ACN/NH4Ac 
(overall 12 mM, pH 4.5) 

流速:  

150 µL/min, UV @ 254 nm 

 

D. Nezireviã, K. Årstrand, B. Kågedal  
J. Chromatogr. A, 1163 (2007) 70-79 
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保持に及ぼす有機溶媒の影響 
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メタノール (□, ∆) or アセトニトリル (■, ▲)/水  
; 10 mM ギ酸加える 

 

 アセトニトリルの方がより保持が

大きい 

 メタノールの強い水素結合性が水

の層を乱す 

uracil (□, ■)

 

cytosine (∆, ▲)
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ヒリックにおける試料溶解溶媒の影響 

試料溶液の水比率 

0 2 4 6 8 10

Retention Time (min)

60%
50%
40%
30%
20%

 

水に溶かした試料は注入量を

減らす必要がある! 
 

 
ZIC®-HILIC 150 x 4.6 mm, 5 µm 

溶離液:  80% (v/v) アセトニトリル  
 20% (v/v) NH4OAc 5 mM 

UV 検出: 254 nm  

注入:  
トルエン, ウラシル, シトシン, 10 µL 有
機溶媒と水の組成比を変えている  

 



HILIC  ２６/42   

 

© Copyright SeQuant AB 2007                                                                                                                            Japan Nov, 2007                    

容量負荷量  

0 1 2 3

Retention Time (min)

200 µL

100 µL

50 µL

20 µL

10 µL

5 µL

3 µL

Injection volume

 

カラム:  
ZIC®-HILIC 50 x 4.6 mm, 5 µm 

注入:  
トルエン，ウラシル，シトシン 
3-200 µL 移動相に溶かす 

溶離液:  
80% (v/v) アセトニトリル  
20% (v/v) 5 mM NH4Ac 

流速: 0.5 mL/min 

圧力: 1.1 MPa 

UV 検出: 254 nm 
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移動相pHによる選択性の最適化 

ペプチド分離 

LC-MS ベースピーククロマトグラム 

 

ZIC®-HILIC, 1.0 mm x 150 mm, 
3.5 µm カラムをオンラインでQ-
TOF Micromass MSに接続 

緩衝液pH は図中に示す; 
pH= 3, 4.5, 6.8, and 8 

 
Evaluation and Optimization of ZIC-HILIC-RP as an Alternative 
MudPIT Strategy, P. J. Boersema, N. Divecha, A. J. R. Heck, S. 
Mohammed, J. Proteome Res., 6 (2007) 937-946 
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直交対非直交（相関性なし・あり） 

 

 orthogonal non-orthogonal 
 2D-separation 2D-separation 
 

Jeffery et al.; Handbook of capillary electrophoresis, 2nd ed.  CRC, Boca Raton, pp 765–790 
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移動相pHによる選択性の最適化 

 

ZIC®-HILICカラムを用い，異なったpH条件で検出された全てのペプチドの

標準化された保持時間 

“ペプチドの正味の荷電量の変化は固定相とペプチド間の相互作用を変えるだ
けでなく，異なった分離を創出することにもつながる” 

P. J. Boersema, N. Divecha, A. J. R. Heck, S. Mohammed, J. Proteome Res., 6 (2007) 937-946 
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2D-LC 標準化されたペプチドの保持時間のプロット 

 
 強カチオン交換-逆相 ZIC-HILIC-逆相 
 イオン交換基の影響 さらに直交（相関性がない） 

ペプチドの正味の電荷 (o) 1+, (□) 2+, (◊) 3+ and (∆) >3+ 

P. J. Boersema, N. Divecha, A. J. R. Heck, S. Mohammed, J. Proteome Res., 6 (2007) 937-946 
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2D ペプチド分離 

 

A-C 逆相 x 逆相 
最高のピーク数 
しかし直交しない(相関あり) 

F 強カチオン交換 x 逆相 
高塩濃度のためMS検出に適さな

い 

E ヒリック x 逆相 
最高の直交性で，多次元分離に

最も見込みのあるアプローチ 

 
Gilar et. al.; Anal. Chem., 77(19) 2005, 6426-6434 
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ヒリックモードの保持機構の要因は? 

分子サイズ，疎水性部位，親水性部位，Log P（水とオクタノールの分配係

数），水素結合性，分極率，双親和性モーメントなど  

化学的構造から保持予測はできるか? 
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J. Gullberg et al, manuscript in prep 



HILIC  ３３/42   

 

© Copyright SeQuant AB 2007                                                                                                                            Japan Nov, 2007                    

ZIC®-HILIC の保持の予測値対実測値
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グラジエント溶離 

ZIC®-pHILIC 150 x 2.1mm, 5µm 

移動相: 

 A: アセトニトリル 
 B: 10 mM (NH4)2CO3 + 0.2% NH4OH 

流速: 100µL/min, 注入: 1µL (20 pmol) 
検出: FTMS, ESI ネガティブモード, スキャ

ン100-1000 m/z 
T.Pluskal, K.Nagao and M.Yanagida 
G0 Cell Unit, Initial Research Project, Okinawa Institute of Science and 
Technology, 12-22 Suzaki, Uruma-shi, Okinawa 904-2234, JAPAN 

 

 



HILIC  ３５/42   

 

© Copyright SeQuant AB 2007                                                                                                                            Japan Nov, 2007                    

ZIC®-HILIC バイオマーカーとして 

HO

O

OH

O

HO

O

OH

OHS
OH

O

NH2

 

アセトニトリルを用い

た血漿ペプチドの沈殿 
 

ホモシステイン (1),  
メチルマロン酸 (2)  

コハク酸(3) 
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セミ分取ヒリック分離 

4.8 kDa O-アセチル化糖ペプチド

の精製 

カラム:  
ZIC®-HILIC 250 x 7.5 mm, 5 µm  

溶離液: グラジエント55分間で 80-
>45% アセトニトリル/ 10 mM 
NH4OAc, その後25分間 45% アセトニ

トリル 
流速: 1.2 mL/min 

試料: 3 mL， 最高で 7-10 mg/mL の抽

出物を初期の移動相に最高で15％のエタノ

ール加えた溶媒に溶かしたもの 

 

未精製物85mgから15 mg 分取 
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高質量負荷量 

0 1 2 3 4

Retention Time (min)

100 mg/ml

50 mg/ml

20 mg/ml

10 mg/ml

5 mg/ml

1 mg/ml

Sample Concentration

 

カラム:  
ZIC®-HILIC 150 x 20 mm, 5 µm  

注入:  
0.5 mL 移動相に溶かす 

溶離液:  
90% (v/v) アセトニトリル  
10% (v/v) 5 mM NH4Ac  

流速: 18.6 mL/min 

試料: ニコチンアミド 

カラム圧力: 6.3 MPa 

UV 検出: 305 nm 

 



HILIC  ３８/42   

 

© Copyright SeQuant AB 2007                                                                                                                            Japan Nov, 2007                    

両性イオン型ポリマーモノリスを用いたヒリック 

(1) トルエン; (2) メタクリルアミド;  

(3) アクリルアミド;(4) チミン; (5) ウラシル;  

(6) アデニン; (7) チオ尿素; (8) シトシン 

 
カラム:  ポリマーモノリス  
 285 mm x 100 µm  

溶離液:  5 mM ギ酸アンモニウム pH 3.0 
 in ACN/H2O (95/5,v/v) 

流速:  800 nL/min 

検出: UV 214 nm 

注入:  100 nL 

Hydrophilic Interaction Chromatography Using Methacrylate-
Based Monolithic Capillary Column for the Separation of Polar 
Analytes. Zhengjin Jiang, Norman W. Smith, Paul D. Ferguson, 
and Mark R. Taylor, Anal. Chem., 79 (3), 1243 -1250, 2007 
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シリカモノリスを用いたヒリック 

 
(1) ウリジン, (2) グアノシン, (3) アデノシン 

 
カラム:  シリカ ポリ(アクリル酸)モノリス  
 200 mm x 200 µm  

溶離液:  アセトニトリル/水  
 (0.2% ギ酸) = 90/10 

流速:  1.06 mm/s and 13.1 mm/s 

注入:  2 µL スプリット 

Highly efficient monolithic silica capillary columns modified with 
poly(acrylic acid) for hydrophilic interaction chromatography 
Kanta Horie, Tohru Ikegami, Ken Hosoya, Nabil Saad, Oliver 
Fiehn and Nobuo Tanaka, J. Chromatogr. A, 1164(2007)198-205 
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