
一般にSECシステムを用いて分析すると、容易に較正曲線を作成でき、目的成分の各種平均分子量や積分分子量分布
曲線を得ることができます。

較正曲線は、縦軸に分子量の対数，横軸に溶出容量または保持時間をとり，あらかじめ分子量が分かっている分子量
マーカーの溶出容量との関係より作成します。
また、SECで使用される計算式は分子量値を得るよりも分子量分布（molecular weight distribution : MWD）あるいは

平均分子量値を得るように設計されています。

較正曲線は、以下の3種類から選択可能です
①標準較正曲線
②Broad Range Calibration
③汎用較正曲線

較正曲線の線種が選択できます
線種は6種類から選択可能です

①折れ線
②直線
③2次曲線
④3次曲線
⑤4次曲線
⑥スプライン曲線

X軸は、溶出容量と保持時間の
両方が選択可能です

ベースラインを水平化
することができます

流量変動を補正するための
保持時間の参照ピークを設定できます

＊SECオプション設定画面＊

GL-7400は、装置制御ソフトEZChrom EliteにSECオプションをつけることで、容易にSECモードでの解析が可能になります。
今回は、このSECオプション機能と応用分析の解析例を紹介します。
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充填剤

サイズ排除クロマトグラフィー（Size Exclusion Chromatography : 
SEC） は大きい分子やポリマーの分子量分布を測定するために使
用されるクロマトグラフィー技術です。

＊サイズ排除クロマトグラフィー（SEC）とは？＊

SEC

GPC （Gel Permeation Chromatography）
溶離液に有機溶媒を用いる排除クロマトグラフィー

GFC （Gel Filtration Chromatography）
溶離液に水溶液を用いる排除クロマトグラフィー

＊SECシステムとは？＊

LC  Technical Note

GL Sciences Inc.

LT025 SECオプションを用いた水系SECモードでの分析



Inertsil カラムを用いた水系SECモードでの分析
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Conditions
・System : GL7400 HPLC systems
・Column : Inertsil WP300 Diol  （250 x 7.6 mmI.D.）
・Eluent : H2O
・Flow rate : 1.0mL/min
・Col.Temp. : 40℃
・Detector : RI
・Sample Size : 10μL
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ポリエチレングリコールの較正曲線
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Conditions
・System : GL7400 HPLC systems
・Column : Inertsil WP300 Diol  （250 x 7.6 mmI.D.）
・Eluent : 0.1M Phosphate Buffer + 0.2M NaCl (pH6.7)
・Flow rate : 1.0mL/min
・Col.Temp. : 35℃
・Detector : UV  280nm 
・Sample Size : 10μL
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タンパク質の較正曲線

M.W.
1. Thyroglobrin 669,000
2. Ferriｔin 440,000
3. IgG(γ-グロブリン) 160,000
4. Transferrin 80,000
5. BSA 67,000
6. Ovalbumin 44,000
7. Trypsinogen 25,000
8. Lysozyme 14,300
9. Insulin 6,000

M.W.
1. Ferrisin 440,000 （ 40μg/mL）
2. Transferrin,human           80,000 （260μg/mL）
3. Trypsinogen 25,000 （160μg/mL）
4. Lysozyme 14,300 （ 80μg/mL）
5. Insulin 6,000 （460μg/mL）

M.W.
1. polyethyleneglycol    500,000
2. polyethyleneglycol      20,000 (1mg/mL)
3. polyethyleneglycol       8,000 (1mg/mL)
4. polyethyleneglycol       4,000 (1mg/mL)
5. polyethyleneglycol          300 (1mg/mL)

300Åの細孔径をもつWP300Diolと、100Åの細孔径を持つDiolカラムを用いることで、下記の較正曲線
を得ることができます。

WP300 Diol

WP300 Diol
Diol

仕様

粒径 表面積 細孔径 結合基 エンドキャップ 炭素量 カラムサイズ（mm）

Inertsil WP300 Diol 5μm 150m
2
/g 300Å ジオール基 無 9% 250 x 7.6

Inertsil Diol 5μm 450m
2
/g 100Å ジオール基 無 20% 250 x 7.6

商品名
母体シリカゲル 化学修飾
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200mMNaCl

						較正曲線に入れるもの コウセイキョクセンイ

						成分名 セイブンメイ		M.W.				log10		R.T.		ピーク高さ（各1mg/mL) タカカク		STD作成法 サクセイホウ		濃度（ug/mL) ノウド

		8成分 セイブン				Ferrisin		440,000				5.6434526765		5.32		330		6		8.8

						IgG(γーグロブリン）		160,000				5.2041199827		5.8		11.5		180		264.7

						Transferrin,human		80,000				4.903089987		6.23		21		100		147.1

						BSA		67,000				4.8260748027		6.32				10		14.7

						Ovalbumin		44,000				4.6434526765		6.642		14		144		211.8

						Trypsinogen		25,000				4.3979400087		7.23		37.5		50		73.5

						Lysozyme		14,300				4.1553360375		7.96		67.5		30		44.1

						Insulin		6,000				3.7781512504		9.26		12.5		160		235.3

						Thyroglobrin		669,000				5.8254261178		4.66		5

				番号 バンゴウ		成分名 セイブンメイ		M.W.		濃度(ug/mL) ノウド		R.T.

		7成分 セイブン		1		Ferrisin		440,000		20		5.32				Thyroglobrin		10		20

				2		IgG(γーグロブリン）		160,000		260		5.80				Ferrisin		130		260

				3		Transferrin,human		80,000		140		6.23				Transferrin,human		70		140

				4		Ovalbumin		44,000		220		6.64				Ovalbumin		110		220

				5		Trypsinogen		25,000		80		7.23				Trypsinogen		40		80

				6		Lysozyme		14,300		40		7.96				Lysozyme		20		40

				7		Insulin		6,000		240		9.26				Insulin		120		240

		5成分 セイブン		1		Ferrisin		440,000				5.32						10		40

				2		Transferrin,human		80,000				6.23						65		260

				3		Trypsinogen		25,000				7.23						40		160

				4		Lysozyme		14,300				7.96						20		80

				5		Insulin		6,000				9.26						115		460

																		250

						較正曲線から外れたもの コウセイキョクセンハズ												250				0.8		2.3

								M.W.				log10		R.T.				250				21.7		65.2

						Thyroglobrin		669,000				5.8254261178		4.66		5		250		160		11.9		35.7

						Cytochrome C		12,400				4.0934216852		7.36		37.5		250				0.0		0.0

						ミオグロビン		17,000				4.2304489214		7.24		62.5		500		3.0		35.7		107.1

						Catalase		232,000				5.3654879849		5.9		7.5		500		3.0		13.3		40.0

						DL-Alanine		89				1.9493900066		8.4				500		3.0		7.4		22.2

																		500		3.0		40.0		120.0

																				3.0

																				3.0

								対象分子量 タイショウブンシリョウ												3.0

						100Aのポア		2万～5万 マンマン												3.0

																				3.0

						排除限界分子量 ハイジョゲンカイブンシリョウ														3.0





200mMNaCl
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				成分名 セイブンメイ		M.W.		濃度(ug/mL) ノウド		15℃		25℃		35℃

		1		Ferrisin		440,000		20		5.27		5.31		5.33

		2		γ-globrin		160,000		260		5.75		5.81		5.85

		3		Transferrin		80,000		140		6.17		6.21		6.24

		4		Ovalbumin		44,000		220		6.59		6.62		6.63

		5		Trypsinogen		25,000		80		7.20		7.23		7.24

		6		Lysozyme		14,300		40		7.95		7.99		8.01

		7		Insulin		6,000		240		8.45		8.89		9.41

				成分名 セイブンメイ		濃度（ug/mL) ノウド

		1		Ferrisin		40

		2		Transferrin		260

		3		Trypsinogen		160

		4		Lysozyme		80

		5		Insulin		460

		6		Lysozyme		40

		7		Insulin		240

		8		Insulin		235.3





1000mMNaCl

		

						成分名 セイブンメイ		M.W.				log10		R.T.		ピーク高さ（各1mg/mL) タカカク		STD作成法 サクセイホウ		濃度（ug/mL) ノウド

		8成分 セイブン				Ferrisin		440,000				5.64		5.32		330		6		8.8

						IgG(γーグロブリン）		160,000				5.20		5.8		11.5		180		264.7

						Transferrin,human		80,000				4.90		6.23		21		100		147.1

						BSA		67,000				4.83		6.32				10		14.7

						Ovalbumin		44,000				4.64		6.642		14		144		211.8

						Trypsinogen		25,000				4.40		7.23		37.5		50		73.5

						Lysozyme		14,300				4.16		7.96		67.5		30		44.1

						Insulin		6,000				3.78		9.26		12.5		160		235.3

						Thyroglobrin		669,000				5.83		4.66		5

						Thyroglobrin		669,000				5.83		4.66

						Cytochrome C		12,400				4.09		7.36

						ミオグロビン		17,000				4.23		7.24

						Catalase		232,000				5.37		5.9

						DL-Alanine		89				1.95		8.4

										log10

						Thyroglobrin		669,000		5.83		4.667

						Ferrisin		440,000		5.64		5.41

						IgG(γーグロブリン）		160,000		5.2		5.98										混合比 コンゴウヒ		濃度 ノウド

						Transferrin,human		80,000		4.9		6.32								Thyroglobrin		280		43.1		43.0769230769

						BSA		67,000		4.83		6.36								Ferrisin		10		1.5		1.5384615385

						Ovalbumin		44,000		4.64		6.69								Transferrin,human		70		10.8		10.7692307692

						Trypsinogen		25,000		4.4		7.41								Ovalbumin		110		16.9		16.9230769231

						Lysozyme		14,300		4.16		8.72								Trypsinogen		40		6.15		6.1538461538

						Insulin		6,000		3.78		12.55								Insulin		120		18.46		18.4615384615

						ミオグロビン		17,000		4.23		7.273										650

						Catalase		232,000		5.37		5.967										650

																						650

																						650

						5.70		500000		5.7		4.257		4.333								650

						4.30		20000		4.3		6		4.327								650

						4.00		10000		4		6.743		4.427

						3.90		8000		3.9		7.007		4.51

						3.60		4000		3.6		7.93		5.343

						3.18		1500		3.18		8.377		6.057

						2.78		600		2.78		8.663		6.907

						2.60		400		2.6		8.74		7.253

						2.48		300		2.48		8.787		7.577

						5.79		612000		5.79		4.283		4.197

						5.67		465000		5.67		4.3		4.203

						5.23		170000		5.23		4.507		4.25

						4.68		48000		4.68		5.587		4.297

						4.54		35000		4.54		6.003		4.303

						4.28		19000		4.28		6.497		4.327

						3.96		9200		3.96		7.09		4.51

						3.70		5000		3.7		7.5		4.863

						3.34		2200		3.34		7.8		5.177

						2.90		800		2.9		8.3		6.017

						2.76		580		2.76		8.36		6.147
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200mMNaCl

						較正曲線に入れるもの コウセイキョクセンイ

						成分名 セイブンメイ		M.W.				log10		R.T.		ピーク高さ（各1mg/mL) タカカク		STD作成法 サクセイホウ		濃度（ug/mL) ノウド

		8成分 セイブン				Ferrisin		440,000				5.6434526765		5.32		330		6		8.8

						IgG(γーグロブリン）		160,000				5.2041199827		5.8		11.5		180		264.7

						Transferrin,human		80,000				4.903089987		6.23		21		100		147.1

						BSA		67,000				4.8260748027		6.32				10		14.7

						Ovalbumin		44,000				4.6434526765		6.642		14		144		211.8

						Trypsinogen		25,000				4.3979400087		7.23		37.5		50		73.5

						Lysozyme		14,300				4.1553360375		7.96		67.5		30		44.1

						Insulin		6,000				3.7781512504		9.26		12.5		160		235.3

						Thyroglobrin		669,000				5.8254261178		4.66		5

				番号 バンゴウ		成分名 セイブンメイ		M.W.		濃度(ug/mL) ノウド		R.T.

		7成分 セイブン		1		Ferrisin		440,000		20		5.32				Thyroglobrin		10		20

				2		IgG(γーグロブリン）		160,000		260		5.80				Ferrisin		130		260

				3		Transferrin,human		80,000		140		6.23				Transferrin,human		70		140

				4		Ovalbumin		44,000		220		6.64				Ovalbumin		110		220

				5		Trypsinogen		25,000		80		7.23				Trypsinogen		40		80

				6		Lysozyme		14,300		40		7.96				Lysozyme		20		40

				7		Insulin		6,000		240		9.26				Insulin		120		240

		5成分 セイブン		1		Ferrisin		440,000				5.32						10		40

				2		Transferrin,human		80,000				6.23						65		260

				3		Trypsinogen		25,000				7.23						40		160

				4		Lysozyme		14,300				7.96						20		80

				5		Insulin		6,000				9.26						115		460

																		250

						較正曲線から外れたもの コウセイキョクセンハズ												250				0.8		2.3

								M.W.				log10		R.T.				250				21.7		65.2

						Thyroglobrin		669,000				5.8254261178		4.66		5		250		160		11.9		35.7

						Cytochrome C		12,400				4.0934216852		7.36		37.5		250				0.0		0.0

						ミオグロビン		17,000				4.2304489214		7.24		62.5		500		3.0		35.7		107.1

						Catalase		232,000				5.3654879849		5.9		7.5		500		3.0		13.3		40.0

						DL-Alanine		89				1.9493900066		8.4				500		3.0		7.4		22.2

																		500		3.0		40.0		120.0

																				3.0

																				3.0

								対象分子量 タイショウブンシリョウ												3.0

						100Aのポア		2万～5万 マンマン												3.0

																				3.0

						排除限界分子量 ハイジョゲンカイブンシリョウ														3.0





200mMNaCl

		





Sheet2

				成分名 セイブンメイ		M.W.		濃度(ug/mL) ノウド		15℃		25℃		35℃

		1		Ferrisin		440,000		20		5.27		5.31		5.33

		2		γ-globrin		160,000		260		5.75		5.81		5.85

		3		Transferrin		80,000		140		6.17		6.21		6.24

		4		Ovalbumin		44,000		220		6.59		6.62		6.63

		5		Trypsinogen		25,000		80		7.20		7.23		7.24

		6		Lysozyme		14,300		40		7.95		7.99		8.01

		7		Insulin		6,000		240		8.45		8.89		9.41

				成分名 セイブンメイ		濃度（ug/mL) ノウド

		1		Ferrisin		40

		2		Transferrin		260

		3		Trypsinogen		160

		4		Lysozyme		80

		5		Insulin		460

		6		Lysozyme		40

		7		Insulin		240

		8		Insulin		235.3





1000mMNaCl

		

						成分名 セイブンメイ		M.W.				log10		R.T.		ピーク高さ（各1mg/mL) タカカク		STD作成法 サクセイホウ		濃度（ug/mL) ノウド

		8成分 セイブン				Ferrisin		440,000				5.64		5.32		330		6		8.8

						IgG(γーグロブリン）		160,000				5.20		5.8		11.5		180		264.7

						Transferrin,human		80,000				4.90		6.23		21		100		147.1

						BSA		67,000				4.83		6.32				10		14.7

						Ovalbumin		44,000				4.64		6.642		14		144		211.8

						Trypsinogen		25,000				4.40		7.23		37.5		50		73.5

						Lysozyme		14,300				4.16		7.96		67.5		30		44.1

						Insulin		6,000				3.78		9.26		12.5		160		235.3

						Thyroglobrin		669,000				5.83		4.66		5

						Thyroglobrin		669,000				5.83		4.66

						Cytochrome C		12,400				4.09		7.36

						ミオグロビン		17,000				4.23		7.24

						Catalase		232,000				5.37		5.9

						DL-Alanine		89				1.95		8.4

										log10

						Thyroglobrin		669,000		5.83		4.667

						Ferrisin		440,000		5.64		5.41

						IgG(γーグロブリン）		160,000		5.2		5.98										混合比 コンゴウヒ		濃度 ノウド

						Transferrin,human		80,000		4.9		6.32								Thyroglobrin		280		43.1		43.0769230769

						BSA		67,000		4.83		6.36								Ferrisin		10		1.5		1.5384615385

						Ovalbumin		44,000		4.64		6.69								Transferrin,human		70		10.8		10.7692307692

						Trypsinogen		25,000		4.4		7.41								Ovalbumin		110		16.9		16.9230769231

						Lysozyme		14,300		4.16		8.72								Trypsinogen		40		6.15		6.1538461538

						Insulin		6,000		3.78		12.55								Insulin		120		18.46		18.4615384615

						ミオグロビン		17,000		4.23		7.273										650

						Catalase		232,000		5.37		5.967										650

																						650

																						650

																						650

																						650





1000mMNaCl

		



溶出容量(mL)

log Mw
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				商品名 ショウヒンメイ		母体シリカゲル ボタイ						化学修飾 カガクシュウショク						仕様 シヨウ

						粒径 リュウケイ		表面積 ヒョウメンセキ		細孔径 サイコウケイ		結合基 ケツゴウキ		エンドキャップ		炭素量 タンソリョウ		カラムサイズ（mm）		サイズ排除限界分子量（PEG） ハイジョゲンカイブンシリョウ

		WP300 Diol		Inertsil WP300 Diol		5μm		150m2/g ２		300Å		ジオール基 キ		無 ナ		9%		250 x 7.6		0.5meqv/g

		Diol		Inertsil Diol		5μm		450m2/g ２		100Å		ジオール基 キ		無 ナ		20%		250 x 7.6		1.0 x 104







水系SEC分析の応用例として、血液凝固阻止剤の『ヘパリン』を分析しました。分析結果を、前ページのポリエチレン
グリコールの較正曲線により解析すると、以下の結果が得られます。

溶出曲線

分子量分布曲線

標準試料を用いて作成した較正曲線を基準として、ヘパリンをSECオプションを用いて解析しました。

SECオプションを用いることにより、目的成分の各種平均分子量値をレポートできます。

Mz = Z平均分子量
Mz＋1 = Z+1平均分子量
Mw = 重量平均分子量
Mn = 数平均分子量
Mw/Mn = 多分散度

また、『Mark-Houwink』式における標準試料固有粘度のk値とα値が分かっている場合には、以下の値も得られます。

Mv = 粘度平均分子量

その他に、試料の溶出曲線を縦にスライスした面積より、分子量分布の軌跡を表示することもできます。
これを、

分子量分布曲線
といいます。

得られたデータはエクスポート機能により、テキスト形式で出力し保存することができます。

Conditions
・System : GL7400 HPLC systems
・Column : Inertsil WP300 Diol  （250 x 7.6 mmI.D.）
・Eluent : 0.1M NaCl
・Flow rate : 1.0mL/min
・Col.Temp. : 40℃
・Detector : RI
・Sample Size : 50μL (ヘパリン 1mg/mL）

応用分析と解析結果

ベースライン

分子量分布曲線の設定範囲

GL Sciences LC Technical Note



1
SECシステム

番号 品名 型番

1 キャリアリザーバー GL-7480

2 UV検出器 GL-7450
3 ポンプ GL-7410
4 RI検出器 GL-7454
5 カラムオーブン GL-7430
6 オートサンプラー GL-7420

水系 25A 0.45 um フィルター
Cat. No. 5040-28512   
価格 ¥ 21,000 （100個入）

Inertsil  WP300 Diol 5um   250 x 7.6mmI.D. Cat No. 5020-05988
Inertsil Diol 5um   250 x 7.6mmI.D. Cat No. 5020-05666

使用装置

3

6

5

4

２

GL-7410

Pump

溶離液

GL-7420

Autosampler

デガッサー内蔵

流路図

Column Oven 

GL-7430

Detector

GL-7454

UV検出器

RI検出器

検出器とカラムは目的に応じて選択してください

Inertsil WP300 Diol または Diol

Detector

GL-7450

GL Sciences LC Technical Note

ＧＬクロマトディスク

HPLC装置：GL-7400 シリーズ

カ ラ ム
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		溶離液　組成 ヨウリエキソセイ

		A：溶離液 ヨウリエキ										溶離液プログラム ヨウリエキ										番号 バンゴウ		品名 ヒンメイ		型番 カタバン

		*クエン酸三ナトリウム（2H2O） サンサン		8.14g								ポンプA						ポンプB				1		キャリアリザーバー		GL-7480

		塩化ナトリウム エンカ		7.07g						Time		A：溶離液 ヨウリエキ		B：溶離液 ヨウリエキ		C：洗浄液 センジョウエキ		D：反応液 ハンノウエキ				2		UV検出器 ケンシュツキ		GL-7450

		*クエン酸(H2O） サン		20.00g						0		100						100				3		ポンプ		GL-7410

																						4		RI検出器 ケンシュツキ		GL-7454

		エタノール		100.0mL						10		100						100				5		カラムオーブン		GL-7430

		*カプリル酸 サン		0.1mL						45				100				100				6		オートサンプラー		GL-7420

										56				100				100

		B：溶離液 ヨウリエキ								56.1						100		100

		*クエン酸ナトリウム（2H2O） サン		26.67g						63						100		100

		塩化ナトリウム エンカ		54.35g						63.1		100						100

		*クエン酸(H2O） サン		6.10g						100		100						100

		*カプリル酸 サン		0.1mL

		C：洗浄液 センジョウエキ

		水酸化ナトリウム スイサンカ		8.0g

		*カプリル酸 サン		0.1mL

		D：反応液 ハンノウエキ

		ホウ酸 サン		30g

		水酸化ナトリウム スイサンカ		16g

		*Brij-35		4.0mL

		オルトフタルアルデヒド/エタノール		800mg/10mL

		2-メルカプトエタノール		0.2mL
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