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移動 相
・
固定相交互 変換向流 ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー の

バ ル バ ロ イン 精製 へ の 応用

椛沢 洋三
  ＊ L

， 中澤裕之
＊ 2

，山本政利
＊ 3

， 谷村患徳
＊ 4

（1988 年 6 月 23 日 受理 ）

　移動相 ・固定相交互 変換向流 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーは

， 分離管内に 保持 し た 混 ざり合 わ な い 二 液相 を，
反対側 か ら交 互 に 送液 し て 移動相 に し，溶質 を管内で 往復 さ せ な が ら分 離 を促進 さ せ る 手法 で あ る．内

径 12mm ， 長 さ 90　cm の ガ ラ ス 管 に ， 中央 に lmm の 穴 を あ け た仕切 り を 12mm 間 隔 に 詰 め，テ フ

ロ ン チ ュ
ーブで 8 本 を 直列 に 連結 し，市販 ア ロ イ ン 1 な い し 3g を添加 し て バ ル バ ロ イ ン （BA ）の 精

製を行 っ た．溶媒系 に は ク ロ ロ ホ ル ム ；メ タ ノー
ル ：1一プ ロ パ ノー

ル ：水 （9 ：12 ：1 ：8）を振 り混 ぜ

た 後分 液 し た 上 相 と 下相 を 用 い ，BA と イソ バ ル バ ロ イ ン は 移動相 3 回 の 切 り換 え で 分 離 さ れ ，25 回
の 切 り換 え に よ り BA が 単離 さ れ た．本法 は極性の 高 い 天 然物 な ど を調製 レ ベ ル で 取 り扱 う分離

・
精

製 法 と し て 有効 で あ る．

1 緒 言

　 移 動相 ・固定相 交互 変換 向流 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

（counter 　 alternative 　 current 　 chromatography ，　 GAGC ）

は
，

ス ケ
ー

ル ア ッ フ した rotation 　locular　countercurrent

chromatography （RLCC ）
1）

の 分離管 を使用 し て 可能 に

な っ た 向流 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

の 手法 で あ る ．向流 ク ロ

マ トグ ラ フ ィ
ー

は，固定相 を保持 す る の に そ の 担体 と な

る 固体 を 用 い な い で 液
一
液分配 ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ーを 行

い ，物質 を 分離精製 す る 方法 で あ る ．RLCC で は Fig．1

の ように して 分離管内 に 二 液相 を保持 し，こ の 管を回転

さ せ な が ら軽，重 二 液相 の い ず れ か
一

方 を送液 し て 展開

溶 出 す る が，CACC で は 軽，重 の 二 液相を交互 に 反 対

側 か ら送液 して 移動相 に し，
．
送液 し な い 方 の 液相 を固定

相 と して ，溶質 を 管内で 往復 さ せ な が ら分離 す る手 法 で

あ る．分離 の 原理 を Fig．2 に 示 す ．例 え ば，試料 を管

の 下端 に 添加 し，ま ず一ヒ相 で 展開 し て A を分離溶出 し

た後 ， 移動相 を 下相 に 切 り換 え て 管 の 上 端 か ら送液 し，

ま だ 分 離 し て い な い B と G を，同 じ分 離 の 場 を反 対方

向 に 移 動 させ な が ら分離 す る．こ こ で 分 離係数 の 小 さ い

場 合 に は必 要 に 応 じて 二 液相 の 切 り換 え 回 数 を増 や し
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て ， 分 離 管 を延 長 せ ず に 分 離 の R 的 を 達 成 す る もの で あ

る，

　CACC に よ る DNP 一ア ミ ノ 酸 の 分離や グ ラ ミ シ ジ ン

の 精製 な ど を報告 し た
2〕が ，極 性 の 高 い 天 然 物 に 対 して

retatin

　 　 　

liquid　phase 　transfer　tubing

Fig．　 l　 Schematic 　diagram 　of 　column 　for　GACC

　　　 Column ： glass ［ube
，
12mm 　l．d × 90　cm 　L．，74

　 　 　 10culi　l　Transfer　 tubing ・Teflon，0、5　mm 　 i．　d．；

　 　 　 Disk ：Tcflon，　 centra 且hole　l　mm
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も有効 と 考 え ，今 回，市販 ア ロ イン 中 の 主成分 で あ る バ

ル バ ロ イ ン （BA ）の 精製 に 応用 し て そ の 分 離能 を調 べ た ．

市販 の 試薬 ア ロ イ ン に は シ リカ ゲル TLC に よ り十 数個

の ス ポ ッ トが 認 め ら れ ，HPLC に よ る 定 量 で は BA の

含量 は 約 17％で あ っ た． こ の 市販 ア ロ イ ン を試料 に し

て ，ほ ぼ 同量含 ま れ て い る BA の 立体異性体 で あ る イ

ソ バ ル バ ロ イ ン （IB） と の 相 互 分離及 び BA の 単離 を

試 み た 結果 を報告 す る ．

2 実

　2。1 試料及び試薬

　2・1・1 標 準 バ ル バ ロ イン

さ れ た もの を用 い た ．

　 2・1。2　ア ロ イ ン

井化学薬品製．

　2 ・ 1 ・3　試 　薬

ま 用 い た．

験

山本 ら
3 ）

に よ っ て 調製

市販試薬 ア ロ イ ン （Aloin＞半

市販 の 特 級 品 又 は
一

級 品 を そ の ま

　 2 ・2　 装 　 置

　HPLC 装置 ：島津製作所製 LC −4A ， ク ロ マ トパ ッ

ク ： 島津製作 所 製 C −R 　2A ，送液ポ ン プ ：協和精 密製

Mini　Micr・ Pump ，切 り換 え タ イマ ー ； 古江 サ イ エ ン ス

製 二 連 式 ，切 り換 えバ ル ブ ；協和精密 製 四 方 二 連式，回

転架台 ： 日 本大学 理 工 学研 究所製，フ ラ ク シ ョ ン コ レ ク

ター ：東 洋 科 学 産 業 製 SF −160K ，ロ ータ リーエ バ ボ レ ー

ター
；東京理 化器械製．

し た 後，回転軸 を水平 に 保 ち 上 相 を 送液す る と各隔室内

に
一

定 の 比率 で 下相 を残 しな が ら 充 て ん され ，管内 に 二

液相 が 保持 さ れ る，充 て ん 量 は 上 相 が 322ml ，下相 は

290m1 で あ っ た ，

　 2 。5　CACC の 操作条件

　所定量 の 試料 に 上 相及 び 下相 を加 え て 溶 か し，最終的

に 上 相 15mi ，下相 15m 且の 1 対 1 の 溶液 と す る．こ

の 試料 溶液 の 下相，次 い で 上 相 を 毎分 O．5　m1 で 分離管

の 下端 へ 送液 す る，こ の と き 分離管 は 25
°

の 傾斜 に 保

ち毎分 100 回転 さ せ，フ ラ ク シ ョ ン コ レ ク ター
を稼動

させ る．管 の 傾斜 は，移動相 を 切 り換 え て も固定相 が 流

出 し な い 角度 と し，回転数 は か き 混 ぜ 効果 と，管内 に お

け る 二 液椙 の 位置及 び そ の 界面 の 維持 な ど を考慮 して 設

定 し た ．こ れ ら の 実験条件 を Table 　1 に 示 す ．試料を負

荷 し た 後，上 相 を移動相 に し て 毎分 0．46m1 で 15 時間

送液 し，次 に 移動相 を下相 に 切 り換 え て 分離管 の 上端 か

ら毎分 0 ．50m1 で 20．　5 時間送液 す る ．再 び 上相 に 切 り

換 え て 上 ，下 相 の 所 定 の 時 間 交 互 に 移 動 相 に す る

alternative 　 current を行 う．試 料 の 負荷 は ポ ン プを通 し

て 行 い ，移動相 の 切 り換 え は タ イマ
ー

に 連動 し た 切 り換

え バ ル ブ を用 い た．

Table　 lCondltions 　of 　CACC 　fbr　purifica亡ion
ofBA 　and 　IB

　2 。3　分 離管 の 作製

　内径 12mm ，長 さ 90　cm の 標準 パ イ レ ッ ク ス 製 ガ ラ

ス 管 の 内側 に ，中央 に 置mm の 穴 を あ け た テ フ ロ ン 製

の 外径 12mm ，厚 さ 且mm の コ の 字 型 に 成 型 し た 隔壁

を 12mm 間隔 に 詰 め込 ん で 74〜75 個 の 隔室 （locuLus）

を作 る ，こ の 管 8 本 を そ ろ え て 回転軸 に 固定 し，各管

の 両端 に テ フ ロ ン 製 の 栓 を し て ，内径 0．5mm の テ フ

ロ ン 製チ ュ
ーブ で 直列 に 連結す る．

ColumnCapacjty

Rotation　speed
Corumn 　anglc

Flow 　 rate

Sample 　size

Sample 　injection
Fractionation

gLass　tube × 8，59510culi
total　612ml ，　lower　phase　290　ml

lDOr ．P，m ，
25
°

upper 　phase　O．46　ml ／皿 in
lower　phase　O．50　ml ／min

al・in　 1− 3gin 　 30・ml 　of 　upPer

phase 　and 　lower　phase
＝ 1 ： l

to　bottom　of 　column

30min／fraction

　 2 ・4　溶媒系 の 充 て ん

　分 離 に 用 い た 二 相系 は ，ク ロ ロ ホ ル ム ：メ タ ノ
ー

ル ：

1一プ ロ パ ノ
ー

ル 1水＝9 ：12 ：1 ：8 か ら成 る 溶媒系 で ，

振 り 混 ぜ た 後 放置 す る と上 相対下相 ＝ 1．7 対 LO に 二

相分 離す る ．こ の 溶媒系 は ，Stoolらが droplet　counter −

currcnt 　chromatography に よ る フ ェ ノ
ー

ル 性 配 糖体 セ ン

ノ サ イ ドの 相互分離 ） に 用 い た 組成 を一
部変更 し た もの

で あ る．ま ず分離管 を固定 し た 回転軸を垂直 に 立 て ，管

の 下 端 か ら 溶媒系 の 下 相 を空気 が 残 ら な い よ う に 充 て ん

Tab 且e 　 2HPLC 　conditions 　for　analysis
ofBA 　 and 　 IB

HPLCChromatopack

Column

Mobile 　Phase

Flow 　 rate

Tcmperature

Dctection
Sample 　size

Shimadzu 　LC −4A
Shimadzu 　C −R 　2A
TSK −Gel　 ODS 　 120　T 　 4，6mm 　 i．
d．X25 　cm

57 ％ McOH

1．O　mL 〆min

room 　temperature

300nm20
　pl
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　2・6　溶離液 の 分画

　分離管 か らの 溶離液 は ，管内二 液相 の 比 重差 に よ り，

移動相 が 上相 の 場合 は 管 の 上 端 か ら，又 下相が移動相の

場合 は 下端 か ら流出す る ，溶離液 は フ ラ ク シ ョ ン コ レ ク

タ
ー

で 30 分間 ご と に 分画採集 した．

　 2・7　検 出及び回収

　各分画 に つ い て ，必 要 な 場合 は エ タ ノ
ー

ル で 希釈 しそ

れ ぞ れ 20　pt を 試料 と し て Table　2 に 示 す 条件 で HPLC

を行 い ，そ の 結果 に 基 づ い て 所定 の 分画 を 集 め
， 約 50Q

C で 溶媒を留去 し て 分離成分 を回収 し た．

3 実 験 結 果

　 3・1　RLCC に よ る溶出曲線

　市販 ア ロ イ ン lg を分 離管の 下端 に 負荷 し 上 相 を移動

相 に し て ， 切 り換 え ず に そ の ま ま 溶出 さ せ る RLCC 展

開 を行 っ た 各分画 に つ い て HPLC を行 い ，そ の 結果 に

基 づ い て 作 成 し た 溶出曲線 を Fig ．3 に 示 す．　 BA よ り も

IB が早 く溶出 し両 者 の 保 持時 間 の 差 は 分画 に し て 約

4

　

　

3
　

　

　　
2
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臼
×

　．
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適
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．
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　 　 　 Fractien　 Ne．

Fig．3　Elution　 curves 　 or 　 samples 　 by　 RLCC 　 with

upper 　phasc

2．5 フ ラ ク シ ョ ン で
， 分 離係 数 は 約 1．3 で あ る ．こ の 溶

出曲線 に よ る 分 離度 は 約 0，35 で ， 分 離度 1 を 得 る た め

の 分 離管 の 長 さ を予測 す る と約 6 倍必要 とな る．又 未

知 物質 に よ る 破線 の 曲線 は
，
BA の 約 5 倍 の 吸 収 を示 し

多量 の 混在が 考 え ら れ
， 溶出 は BA と接近 し分画 で 0，5

フ ラ ク シ ョ ン の 差 が あ る と し て も分離係数 は 約 1．05 と

小 さ く，分離の 困 離 が 予 想 され る．

　 3 ・2　バ ル バ ロ イ ン とイ ソ バ ル バ ロ イン の 分離

　移 動 相 の 切 り換 え 回 数 及 び 試料添 加 量 に よ る BA と

IB の 分 離度 を Table　3 に 示 す．移動相 の 切 り換 え は ，

上相 に よ る 溶出 で は IB の ，又 下相 で は BA の 溶出が認

め ら れ た時点と し ， 収量 は 最終溶出 に お け る BA 〜IB

の 全 分 画 を 合 わ せ た も の で あ る．上相 で 15．0 時 間 展 開

後 ，移動 相を 下 相 に 切 り換 え て 溶 出 さ せ た N ・．2 で は

分離度 は 0．57 に，又，切 り換 え 3 回 の No ．4 で は 】．03

に そ れ ぞ れ 改善 さ れ ， CACC の 分 離効果 が 認 め ら れ る，

更 に No ．5 で は BA と IB は ほ と ん ど完全 に 分 離 して お

り，そ して 試料 を S 倍 に 増加 して も No ．6 及 び 7 に 兄

ら れ る よ う に 再現性 も あ り，分離度の 大き な 低下 は な い ．

し か し，試料 を 5g 添 加 す る と 管 内 の 二 液相は エ マ ル

ジ ョ ン を生成す る．

　 3 。3　バ ル バ ロ イ ン の 単離

　Table 　3 に 示 し た実 験結果 で ，　 BA と IB と は 分離 さ

れ た が， こ の BA に は ま だ 未知物質 が 混在 し て い る．

こ の 未知物質 を除去 す る た め に ，ま ず上相 に よ る 展開 を

13時間行 っ た 後，下相 12 時間
一
上相 9 時間 を 繰 り 返す

切 り 換 え を 25 回行 っ た 各ス テ ッ プの 溶出液 の 分析結果

を Fig．4 に 示 す ．横軸 は フ ラ ク シ ョ ン 番号 で ，上 段 は

上相 の 溶出液，下段 は 下相溶出液 に つ い て の 結果 で あ る ．

縦軸 は ク ロ マ トパ ッ ク の 打 ち 出す各 ピー
ク の 面積百分率

Table 　 3　 Effect　 of 　switchover 　on 　 reselution 　 of 　BA 　 and 　IB

　　　 Samp 且e 〆
No ．

　　　　　9　　　 Upper

Duration （h）of 　elution 　by　mobile 　phase

Lowcr 　　 UpperLowerUpper 　　 Lower

　　　　　　Recovery†1
Resolution
　 　 　 　 　 　 　 　 ．9

ー

ワ囀
345

尸
07

1

−

1113

ワ
」

elution

且5．Ol5
．　Ol5
．　OI5
．　Ol5
．　Ol5
．0

elution20

．520
．520
．520
．520
．5

elution11

．511
．511
．511
．5

elution13

．Oelution13

．0

9．O

9．0

c且ution

eLution

0．350
．570
．661
．031
．310
，931
．02

0．5230
．4410
．4061
．287h
．185

†lS 凵 m 　of　BA ，　IB　and 　unknown 　substance
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　　　　Fig．4 　Elution　of 　s 乱 mplcs 、by　CACC
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▲ ：iso−barbaloin；

△ ： unknown 　peak
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Fig．5　HPLC 　chroma 【ograms 　of 　fractions　obtained 　by　CACC

　　　　　 （A ）： fraction　No ．50 （lowcr　phasc　 step ）；（B ）： 1 acIion 　No ．80 （upper 　phasc 　step ）；（C ）：fracしion

　　　　　 No ．565 （lower　phase　step ）
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の 値 で 示 した，ま ず下 相 の 溶出 を見 る と，しだ い に 未知

物質が 減少 し純度の 高 い BA が 溶出 し て い る こ と が 分

か る．Flg，5 に 示 す よ う に フ ラ ク シ ョ ン No ．565 は

HPLC ク ロ マ トグ ラ ム ．k で は 単
一ピ

．一ク で あ っ た．一

方 ，
上 相の 溶出液 に は N ・．270 で IB の 溶 出が ほ と ん ど

終 わ り，次 い で 未
・
知物質 の 溶出 が 増加 して No ，400 付

近 で 最高値 を示 し，や が て 減少 して い る．こ の と き，本

実験条件下 で は BA の 溶 出 が あ り こ の 分 は 損 失 と な る ．

こ れ らの 分画 を 集 め る と純度 95％ の BA の 回 収率 は
，

ア ロ イ ン 中 の BA を 17％ と して そ の 約 61％ で あ っ た ，

又 ，Fig．5 の フ ラ ク シ ョ ン No ．50 及 び 80 は，分 離操

作 に お い て 早 い ス テ ッ プで 分 離管 の 両端 か ら 溶出除去 さ

れ た混在物 の HPLC チ ャ
ー

トで ある．

4 考 察

　向流 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

は ，ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

の シ

ス テ ム か ら固 体相 の 保持体 を 除 い た もの で あ り，従 っ て

保持体へ の 不可逆 的 な 吸着 に よ る試 料 の 損失 が な く，保

持体 の 溶出 に よ る 汚染 もな い．又，CACC に は 次 の よ う

な 特長 が あ る ．（1）与 え ら れ た 分離の 場 を繰 り 返 し使用

す る こ と に よ り，分 離 管 を延 長 せ ず に 分 離 の 目 的 を達 成

す る ．  リサ イ ク ル 方 式 と の 違 い は ，
い っ た ん 分 離 し

た 溶質 が 追 い っ き現象 に よ っ て 再 び混合す る こ と が な

く，又，使用 す る 溶 媒 が 平 均 化 され て 無 駄 が 少 な い ．（3）

切 り換 しの タ イ ミ ン グを 調 節 して ， 目的物質を分離管内

に 残 し不要の 成分 を先 に 溶出 させ る こ とが で き る の で ，

特 に 混 合 比 の 片 寄 っ た試料中の 微 量 成分 の 精製 に 有効 で

あ る，（4）試料 の 処理 量 が 大 き い ．

　今回 の 実験 で は ，（1）の 効果 は 移動相 の 切 り換 え 4− 5

回 で ，又 ，〔3）の 効 果 は Fig．5 の よ う に 見 ら れ る ．こ れ

らの 利点 を生 か して ， 極性 の 高 い 天然物 や合成化合物 な

どの 分離，精製 に 有効 と思 わ れ る．
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　 The 　purification　 of 　barbaloin（BA ）from　 aloin 　 was 　 cx −

amincd 　 by 　 countcr 　 alternative 　 currcnt 　 chromatography

（GACC ），
　 wh 且ch 　 uscs 　the　different　partition　between　two

immiscible 　liqulds　f（〕r　chromatographic 　purification　of 　va ・

rious 　substanccs ，　 It　is　 most 　distinctive　feature　of 　CACC
that 　 send 　 alternately 　 upper 　 phase　 and 　 Iower　phase　 as

mobilc 　phase　to　 the　 co 且umn ．　 Consequentry，　 separation

is　progressed　by　going　and 　returning 　of 　solutes 　in　thc

column ．　 Tlle　 commercially 　 rcagent 　 grade　 Alein　 has
more 　 than 　 ten 　spots 　on 　silicagel 　TLC 　plate　and 　 contains

ca．17％ Df 　BA 　 as 　 biologically　 active 　 compounds ．　 Thc
effect 　of 　the 　 nvmbers 　for　switchover 　 of 　mobile 　phase 　and

the　amount 　of 　sample 　on 　separa 【ion　of 　BA　and 　iso・barba−

loin（IB），
　 and 　 on 　 puri 丘cat 五〇 n　 of 　BA 　 were 　investigated．

The 　 phase　 system 　 used 　 fc〕r　purificatjon　 is　 composcd 　 of

chloroform ： mathanol 　： 1−propanol 　l　 water （9 ； 12 ： 1 二

8）．The　separation 　of 　BA 　and 亘B　was 　made 　by しhree　time

switchovcrs 　 of 　mobile 　phase ，　and 　pure　BA 　could 　be　sepa −

rated 　from　aloin 　by　twenty 一丘ve 　switchovers ．　 The 　pre・

scnt 　 method 　is　applicable 　wi 山 the 　high　 eff］ciency 　 to　 thc

preparative　purification　of 　natural 　produc ［s，　par［icular【y
po 且ar 　compounds ，　 usjng 　the 　liquid　two 　phase　system ．

　　　　　　　　　　　　 （Received　June　23，1988 ）

　　Keywo 厂d　phrases

counter 　alteTnative 　curren 【 chroma ［ography ； counter 　cur −

　 rent 　 chromatography ；Hquid−liquid　 partition　 chroma 一

　匚ography ； chromatographic 　purification　 of 　barbaloin

　 from　 aloin ．
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