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超臨界流体クロマトグラフィー（SFC）

超臨界二酸化炭素の特徴

・高拡散性，低粘性

・不燃性，安価，無毒性

・非極性

・取り扱いの簡便さ

（臨界温度 31.1℃，臨界圧力 7.38 MPa）

SFCの特徴

・高速分析が可能

・高分離

・疎水性化合物の分析に有用←CO2は低極性

・添加剤（モディファイヤー）を加えることにより極性を大きく変化させられる

→幅広い化合物の分離に対応

→ハイスループット

二酸化炭素の状態図

7.38 MPa

31.1 oC

固体 液体

気体

超臨界
流体

温度

圧力

イニシャライゼーションも短時間
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SFCの特徴

• 高い分離能（カラムの連結により分離能を向上
させることが可能）

• 他にない分離モード（順相＋逆相）

• 網羅性（幅広い性質の化合物に適用可能）

• 高疎水性化合物の高感度分析（質量分析）

• 超臨界流体抽出（SFE）とのオンライン化が可能

• 高分子成分のへの対応

• 分取への拡張性
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Sample︓Chlamydomonas reinhardtii (緑藻)のアセトン抽出物

modifier 1-7% (12 min)

モノリスシリカカラム
Chromolith Performance RP-18e
4.6 mm X 100 mm (Merck)

modifier 1-11% (20 min)

モノリスシリカカラム
Chromolith Performance RP-18e

4.6 mm X 100 mm X 3 (Merck)

(a) lycopene, (b) -carotene, (c) lutein, (d) zeaxanthin, (e) antheraxanthin, (f) neoxanthin, (g) violaxanthin 

SFC-QMS によるカロテノイド類の高分離分析
（カラム長延長）

分離の向上

Matsubara, A. et al., J. Sep. Sci., 32, 1459 (2009)
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Two patterns of TAGs arrangement
Line arrow  (red)
: a group of sn-1 fatty acid changed (box) 
Dotted arrow  (blue)
: a group of sn-2 fatty acid changed (circle) 

Small circle (o) : peak top of each TAG 

Lee, J.W. et al., J. Biosci. Bioeng., 113, 262 (2012)

SFC-QMS を用いたダイズ TAG プロファイリング
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Inertsil ODS-EP column
(GL Science, 4.6 x 250 mm i.d., 5 µm) Si C18H37

Polar
group

Normal
phase mode

Reversed
phase mode

脂質分析におけるSFCの分離特性
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TIC of PIS 184.1
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TIC of PIS 264.3

各脂質分子種が極性基，脂肪酸種両方に基づいて分離された

Time (min)
8



Phosphatidylcholine 混合物のSFC/MS 分析に
おける各種カラムの分離特性
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Bamba, T. et al., J. Biosci. Bioeng., 105, 460 (2008)
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順相・逆相タンデムカラムSFC/MSシステムの開発

カラム長2倍 ＝ 圧力2倍 ＝ 分析時間2倍
SFCの潜在特性により1台の分析プラットフォーム
で包括的代謝分析が実施可能

0 25 0 2525 0 25
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SFCにおける固定相のキャラクタリゼーション
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オルレアン⼤学ウエスト教授のチーム
SFCの保持に関連する要因は7個

Π電⼦
n電⼦

双極⼦ プロトン
供与体

プロトン
受容体

分⼦体積 負電荷 陽電荷

Π電⼦
n電⼦

との相互作⽤

双極⼦
相互作⽤

プロトン
供与体

との⽔素結合

プロトン
受容体

との⽔素結合

分散相互作⽤ アニオンとの
相互作⽤

カチオンとの
相互作⽤

この要素をShim-packに適⽤し分類を試みる

SFCにおける固定相のキャラクタリゼーション
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7要因で分類したスパイダーグラム

SFCにおける固定相のキャラクタリゼーション
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移動相の極性

ヘキサン THF アセトニトリル メタノール 水低 高
クロマトグラフィーは移動相の極性で分離できる化合物が決まる

 極性が低い場合：脂質など疎水性化合物に好適
 極性が高い場合：酸など親水性化合物に好適

疎水性から親水性までの化合物を一斉分析するには？

SFCは最も幅広い分析種に
対応可能な分離技術

移動相の可変幅
GC<LC<SFC

SFCの適用範囲の拡大へのトライ
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SFC-QqQMS を用いた農薬成分の一斉分析

GC/MS

LC/MS

SFC/MS

Ion-par LC

X GC and LC

Ishibashi, M., et al., J. Chromatogra. A, 1266, 143 (2012)

Inertsil ODS-EP column
(GL Science, 4.6 x 250 mm i.d., 5 µm)

Si C18H37
Polar
group

hydrophobic

-4.60

7.05

hydrophilic

logPow
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Modifier: MeOH+5%H2O,  2-100% ( 8.5min)
Taguchi, K. et al., J. Chromatogra. A, 1362, 270 (2014)

Retinol acetate

Retinol Palmitate

Ergocalciferol

-Tocopherol

K2

K1

-Tocopherol acetate -carotene

Niacinamide

Nicotinic acid

Pyridoxine

D-pantothenic acid

D-pantothenic acid

Thiamine
Riboflavin

Cyanocobalamin

Ascorbic acid

Unified Chromatographyよる脂溶性および
水溶性ビタミンの一斉分析
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 移動相は超臨界・亜臨界・液体の3態を経る
 圧縮CO2にメタノールや水を混合
 組成比で移動相物理状態を制御

現在の分離技術: 移動相の物理状態で分類

気体
GC

超臨界
流体

SFC

液体
LC

移動相の物理状態を複数利用、
極性範囲の制限を失くし

幅広い化合物を網羅的に分析

Unified
chromatography

圧縮CO2を移動相に使用

水溶性化合物から脂溶性化合物まで幅広い成分の一斉分析が可能
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100

極性溶媒

超臨界 亜臨界 液体

物理状態

ヘキサン メタノール 水低 高

極性の幅

時間 (分)開始 終了

分離技術の融合

Unified Chromatography (UC)

Taguchi, K. et al., J. Chromatogra. A, 1362, 270 (2014)
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カロテノイド分析におけるSFC/MSとLC/DADの比較

60

Column: YMC carotenoid (C30, 3.0 x 250 mm, 5 μm)
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20

装置 検出限界 (fmol) 溶媒 文献

LC-DAD 2000 AcCN/MeOH/CH2Cl2 T. H. Kao et al. (2011)

LC-MS（APCI） 1000 MeOH/MTBE T. Lacker et al. (1999)

LC-MS（ESI） 900 AcCN/MeOH/CH2Cl2 M. Carei et al. (1999)

SFC-MS （ESI） 64 SCCO2/MeOH A. Matsubara et al. (2009)

SFC-MS/MS（ESI） 0.093 SCCO2/MeOH A. Matsubara et al. (2012)

SFC（C18）

HPLC（C30）

（Crupi, P. et al., Journal of Mass Spectrometry, 2010)
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 前処理を含めた分析操作を自動化できる

 不安定な化合物分析に適応できる

光に不安定・酸化され易い・加水分解し易い化合物に有効

 目的成分の負荷量を多くできるため超高感度分析が可能

これまで感度不足で分析できなかった成分や濃縮の前処理

が必要であった成分などの分析に有効

 少ない試料量で分析できる

オンラインSFE-SFCの有用性
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ラックチェンジャにより
最⼤48検体の連続抽出と
分析が可能

 従来法(QuEChERS)の前処理

 Nexera UCの前処理

粉砕 脱⽔剤添加 混合 抽出容器にセット

粉砕 溶媒添加 試薬添加撹拌 撹拌 遠⼼分離 上澄採取 試薬添加 撹拌 遠⼼分離

⽔分の多い試料の脱⽔処理に有効

GC-MS

LC-MS

SFE-SFCを用いた前処理操作による
時間と労力の削減
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オンラインSFE-SFC/MS による残留農薬分析

min
MRM chromatogram of pesticides in sweet potato at 100 ng

Brown 
rice Spinach Cabbage Sweet 

potato Apple Green 
tea Average

10 ng 366 279 355 349 360 313 337(60%)a

100 ng 445 368 428 422 421 442 421(75%)

Number of pesticides with peak area RSD % < 30

a Number of reliably analyzed pesticides/Number of added pesticides×100(%) 
24



Filtrate Evaporation/
reconstitute Stir/Shake 

Soak in solvent 
for 1 hr

Cut off the 
DBS  

Spot the sample to DBS 
(Dried Blood Spots)

Conventional LC/MS Method 

Add 
extraction 

solvent 
Enclose DBS in 
extraction vessel

Online SFE-SFC/MS

Precursor ion scan m/z 184
Low energy CE

Precursor ion scan m/z 184
High energy CE

Neutral loss scan m/z 141

PC

SM
LPC

PC
SM

PE LPE

Time (min)
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http://www.chem-agilent.com/contents.php?id=1001951

乾燥血漿スポット（DPS）中リン脂質の
オンライン SFE-SFC/MS/MS 分析

Uchikata, T., et al., J. Chromatogra. A, 1250, 205 (2012)
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オンライン SFE-SFC-MS による 光合成細菌
R. sphaeroides 中 CoQ10 酸化体・還元体の精密分析

oxidized form
m/z 882

m/z 884

reduced form

Matsubara, A., et al., J. Chromatogra. A, 1250, 76 (2012)
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オンラインSFE-SFCの有用性（高感度化）

Auto-samplerLiquid extraction

Weight
1 mg

Content
1%

Solvent
10 mL

Extraction

Transfer into vial

1µL injection 

Nexera UC

SFE unit

 Sample conc.: 1mg/L

Loaded amount ︓1ng

Loaded amount︓10,000 ng

10,000 times 
larger amount

Solvent extraction itself 
means dilution

On-line
SFE-SFC

Liquid extraction

Weight
1 mg

Content
1%

Transfer into vessel
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Online SFE-SFC/MS analysis Hexane extraction and SFC/MS analysis

retinol

vitamin D3

25(OH)D3

-tocopherol

- and -
tocopherol

-carotene
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retinol

-tocopherol

Using online SFE-SFC/MS/MS method, 6 kinds of FSVs 
could be quantified within 25 minutes.

N.D.

4.89  1.21 g/mL

0.47  0.09 g/mL

5.54  1.47 g/mL

0.65  0.29 g/mL

0.47  0.28 g/mL

2.87  0.45 g/mL
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5.86  2.06 g/mL

N.D.

N.D.
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online SFE-SFC/MS Hexane extraction and SFC/MS
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**

**: P<0.01
(N=5)

Difference

オンラインSFE-SFC-MSによる脂溶性ビタミン
の一斉分析
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SFEによるDBS中代謝物の抽出

抽出

サンプル 使用ろ紙 ：BondElut DMSカード（Agilent）
↓ 3 mm IDのパンチにより切り出し
↓ 酸化防止剤ジブチルヒドロキシトルエン（BHT）0.05%アセトン溶液を30 μl滴下
↓ 10分ほど乾燥
↓ ヒト血清（内標として30 μMの2-bromohypoxanthineおよび2.4 μMの

PC(12:0_12:0)を含む）を15 μl滴下
↓ 二時間以上室温で乾燥させた。

抽出モード ：Dynamic
モディファイヤー ：MeOH
回収方法 ：バブリング

前処理 減圧遠心機により乾燥
↓ 50 μl H2Oにより再溶解→カチオン分析へ

50 μl MeOH により再溶解→脂質分析へ

分析 カチオン：アミノ酸、核酸塩基および関連代謝物

ペンタフルオロフェニルカラム

脂質：ホスファチジルコリン（PC）、ホスファチジルエタノールアミン（PE）、脂肪酸、胆汁酸、アシルカルニチン

ODSカラム

29



DBS中代謝物のSFEと有機溶媒抽出との比較

カチオン 脂質

Detected RSD<20 Detected RSD<20

SFE 37 17 194 143

LLE 36 22 185 125

SFEが有意に高かった LLEが有意に高かった
LPC_14-0 (sn-1) Glycine
PC_16-0e_16-0 Guanosine
PC_16-0_18-2 PC_16-1_18-1 Hypoxanthine
PC_18-1_18-1 PC_18-0_18-2 L-Alanine
PC_17-0_20-4 L-Arginine
PC_18-0_20-4 L-Citrulline
PC_18-1_22-6 L-Glutamate
PE_16-1_18-1 PE_16-0_18-2 L-Histidine
PE_16-0_18-1 L-Homoserine
PE_16-0_20-4 L-Lysine
PE_18-1_18-2 L-Serine
PE_18-1_18-1 PE_18-0_18-2 L-Threonine
FA_14-1_Myristoleic acid L-Tryptophan
FA_14-0_Myristic acid L-Tyrosine
FA_15-0_Pentadecylic acid DMG
FA_16-1_Palmitoleic acid Taurine
FA_17-1_10-Heptadecanoic acid L-Kynurenine
FA_21-0_Heneicosanoic acid Phosphocholine
FA_22-1 (n-9)_Erucic acid
FA_23-0_Tricosanoic acid
FA_24-1 (n-9)_Nervonic acid
FA_24-0_Lignoceric acid
FA_25-0_Pentacosanoic acid 
FA_27-0_Heptacosanoic acid

• カチオン、脂質合わせて200以上の
代謝物が検出され、そのうち160程
度の代謝物はRSD<20%と安定に分
析することができた。

• 有機溶媒液液抽出（LLE）と比較して

有意な差が認められた代謝物を挙
げると、SFEは脂質類に対して、LLEが

カチオン類に対して、高い抽出効率
を示したことが分かった。

• 検出された代謝物数に大差はなく、
MeOHを少量添加することで多くの親
水性代謝物の抽出に成功した。

SFE条件→CO2: 1.8 ml/min, MeOH: 0.3 ml/min, 30℃, 20 MPa
LLE条件→2 ml MeOHを添加し、60分静置し、遠心分離後回収した上清を回収

赤字：その抽出法によってのみ検出された代謝物
Matsubara, A., et al., J. Chromatogra. B, 969, 199 (2014)
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SFCの特徴

• 高い分離能（カラムの連結により分離能を向上
させることが可能）

• 他にない分離モード（順相＋逆相）

• 網羅性（幅広い性質の化合物に適用可能，GCの
代わりとしても）

• 高疎水性化合物の高感度分析（質量分析）

• 超臨界流体抽出（SFE）とのオンライン化が可能

• 高分子成分のへの対応

• 分取への拡張性
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SFC による長鎖ポリプレノールの分析

Column : Inertsil Ph-3 (250×4.6 mm I.D., GL Sciences)
CO2 flow : 3.0 ml/min Modifier flow : THF, 0.8→2.0 ml/min, 30 min
Temp. condition : 80 0C (hold)      Back press. : 19.6 Mpa
Detection : UV 210 nm

int. std.

int. std. : internal standard

Bamba, T., et al., J. Chromatogra. A, 955, 203 (2003)

OH
n
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SFCの特徴

• 高い分離能（カラムの連結により分離能を向上
させることが可能）

• 網羅性（幅広い性質の化合物に適用可能，GCの
代わりとしても）

• 他にない分離モード（順相＋逆相）

• 高疎水性化合物の高感度分析（質量分析）

• 超臨界流体抽出（SFE）とのオンライン化が可能

• 高分子成分のへの対応

• 分取への拡張性

33
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新規ポリマーカラムを用いたSFC/MSによる
揮発性化合物の分離

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 min

Eugenol

Citronellol
Menthol

Furaneol

Homofuraneol

Methyl salicylate

Pentylbutylate
Hexylacetate

Vanillin

Citral

Cinnamaldehyde

Nootokatone

Carvone

Camphor

Coumarin

γ-decanolacton

2,3-dimethylpyradine

Indole

Anethole

GeraniolPinene
Limonene

Linalool

Fujito, Y., et al., J. Chromatogra. A, 1626, 461363 (2020)



超臨界流体利用技術（SFC，SFE）の可能性

 脂質メタボロミクス
リン脂質以外の脂質も対象

 酸化脂質メタボロミクス
不飽和脂肪酸結合脂質，短鎖アルデヒド，抗酸化物質

 食品，生薬の品質検査，機能解析

 各種ハイスループットスクリーニング

• 残留農薬分析

• 毒性，安全性評価

• バイオマーカー探索

• 臨床検査
オンラインSFE-SFC/MSによる血液試料の直接分析
自動分析システムの構築 35



超臨界流体抽出・分離技術の課題

SFCにおける理論構築
• 分離挙動の解析⇒最適な固定相，移動相選択
• 超臨界流体（亜臨界）における溶解性解析

⇒UCへの応用
• SFCの特徴を活かした分離技術の開発

⇒新たな固定相の開発

SFEにおける理論構築
• 超臨界流体（亜臨界）における溶解性解析

⇒SFEによる成分分画の高度化
オンラインSFE-SFCへの応用

• SFEの特徴を活かした抽出技術の開発

装置の完成度
• さらなる技術開発，装置開発 36



SFC研究会 (http://sfc-forum.org/)

第25回 SFC研究会：2023年 2月3日（金）
Shimadzu Tokyo Innovation Plaza（島津製作所 殿町事業所） 37



Thank you 
for your kind attention
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