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体外診断（IVD）⽬的です。⼀部の国では提供されていません。

要約

SARS-CoV-2 パンデミックにより、RT-qPCR キットを使⽤した感染検査が定期的に⾏われるようになりました。認定

済みの⾼品質の qPCR 試薬を使⽤することで、この種の疾病モニタリングの取り組みにおいてメリットが得られます。

このアプリケーションノートでは、最適化した IP-RPLC およびコンプライアンス対応のベンチトップ型 Tof 装置を⽤

いた、SARS-CoV-2 CDC アッセイで使⽤される PCR 検査試薬の品質評価について説明しています。この感度の⾼いア

プローチにより、わずか 10 pmol のヌクレオカプシドプライマー N1 と N2（フォワード配列とリバース配列の両⽅）

および N1 プローブと N2 プローブから、純度について多くの情報が収集できました。すべての PCR 試薬についてシャ

ープで対称的なピークが得られました。ネガティブイオンマススペクトルを取り込むことで、多重荷電分⼦種（最⼤ [

M-10H]10-）が容易に観察され、RT-qPCR キット試薬の分⼦量を明確に決定できました。UV 検出および MS 検出を組

み合わせて、試薬および未精製の粗製品の純度を評価しました。これに伴い、N2 プローブの質量が 42.9 シフトした不

純物の興味深い例について検討しました。まとめると、⾼分解能で⾼感度の LC-UV-MS を組み合わせた⼿法により、掘

り下げた情報が得られ、RT-qPCR 試薬を認定する上でのメリットがもたらされました。

アプリケーションのメリット

ジイソプロピルエチルアミンのイオン対を PCR 試薬分析に適⽤して優れたクロマトグラフィー分離を実現し、⾼感■
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度 UV-MS BioAccord システムを⽤いてオンライン MS 検出および精密質量ピーク同定を実現

ACQUITY Premier クロマトグラフィーシステムを PCR 試薬の特性解析に適⽤■

はじめに

世界保健機関（WHO）によると、現在の SARS-CoV-2 パンデミックによる死者数は既に 400 万⼈を超えています

（2021 年 9 ⽉現在）1。 世界中で 50 億回を超えるワクチン投与が⾏われましたが1、残念ながら、⼊⼿可能性や利⽤

可能なワクチンの接種率に⼤きなばらつきが⾒られます。⻑期間にわたるウイルスのヒト間での伝播と、それに続く変

異の蓄積により、病原体のゲノムが⼤幅に変化する可能性が増⼤し、伝播性および感染性が増⼤する可能性が⾼まって

います2。現時点では、SARS-CoV-2 の蔓延を低減するための重要な要素として、定量的逆転写-ポリメラーゼ連鎖反応

（RT-qPCR）による定期的な検査が挙げられます3,4。⽶国⻝品医薬品局（FDA）は、⽶国疾病予防管理センター（

CDC）の 2019-nCoV RT-qPCR キットの緊急使⽤を許可しました。この検査はヌクレオカプシド RNA 遺伝⼦の 2 つの

異なる場所（N1 および N2）の検出に基づいており、アッセイの検出限界は 1 µL あたり約 65 ウイルスコピーです4。

重要な点として、アッセイの感度は、プライマー/プローブ結合領域のヌクレオチド置換3、RNA 抽出キットの試薬の品

質4、およびオリゴヌクレオチド合成時のエラーに左右されます5。そのため、PCR 検査試薬の調査および確認のための

分析法が重要になります。今回、イオン対逆相クロマトグラフィーに、⾶⾏時間型（Tof）質量分析計を組み合わせて

使⽤し、RT-qPCR プライマー/プローブキットの⾼純度評価を⾏いました。

実験⽅法

サンプル情報

SARS-CoV-2 アッセイでの直接使⽤向けの化学的に合成したオリゴヌクレオチド、および脱塩のみの粗製品をベンダー

から⼊⼿しました。これらのサンプルを、ヌクレアーゼフリー 10 mM Tris、0.1 mM EDTA、pH 7.5 バッファー中に 10 

pmol/μL になるように調製し、ポリプロピレン製 300 μL オートサンプラーバイアル（製品番号：186002639 <

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/vials-containers--collection-plates/186002639-polypropylene-

12-x-32-mm-screw-neck-vial-with-cap-and-preslit-pt.html> ）に移しました。 

LC 条件
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LC システム： ACQUITY UPLC I-Class システム

検出器： ACQUITY UPLC TUV 検出器

波⻑： 260 nm

カラム： ACQUITY Premier BEH C18、2.1 × 50 mm、130 Å、

1.7 μm

カラム温度： 60 ℃

サンプル温度： 4 ℃

注⼊： 1 µL（10 pmol）

流速： 0.3 mL/分

移動相 A： 0.1% N,N-ジイソプロピルエチルアミン（DIPEA）を 

IP 試薬とし、1% 1,1,1,3,3,3-ヘキサフルオロイソプロ

パノール（HFIP）を脱イオン⽔中に調製

移動相 B： 0.0375% DIPEA、0.75% HFIP 含有 65:35 アセトニト

リル：⽔
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MS 条件

MS システム： BioAccord

検出器： ACQUITY RDa 検出器

モード： フルスキャン

極性： ネガティブ

コーン電圧： 40 V

質量範囲： ⾼（m/z 400 〜 5000）

スキャンレート： 2 Hz

キャピラリー電圧： 0.80 kV

脱溶媒温度： 400 ℃

結果および考察

イオン対逆相クロマトグラフィー（IP-RPLC）では、移動相にイオン対試薬（通常はアルキルアミン）が含まれており

、これが C18 固定相に吸着するため6-8、オリゴヌクレオチドの荷電と蛍光物質の疎⽔性がいずれも IP-RPLC における

保持に寄与する、ミックスモード様の保持メカニズムが導⼊されます6-8。このアプリケーションで使⽤した移動相は、

光学 UV 検出およびネガティブイオンモード質量分析のいずれにも対応しています8,9。

この試験では、ジイソプロピルエチルアミン（DIPEA）を IP 試薬とし、1,1,1-ヘキサフルオロイソプロパノール（

HFIP）を添加した MS 対応の移動相システムを⽤いました。HFIP は、負に荷電した分析種の C18 固定相による保持と

、エレクトロスプレーイオン化の間の荷電の濃縮プロセスを改善することで、IP-RPLC-MS 分析の感度を⾼めることが

⽰されています6。このアプローチを実践するため、⽔性移動相およびアセトニトリル含有移動相を使⽤して、

ACQUITY UPLC TUV 検出器を搭載した ACQUITY UPLC I-Class で⽤いるグラジエントを開発しました。オリゴヌクレオ

チドサンプル 10 pmol を ACQUITY Premier Oligonucleotide C18（2.1 × 50 mm、130 Å、1.7 µm）カラムに注⼊しま
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した。UV 検出の後、溶出したオリゴヌクレオチド PCR 試薬のアイデンティティーを、ベンチトップ型 BioAccord LC-

MS システムの ACQUITY RDa 検出器でネガティブイオンモード質量分析を⽤いて確認しました。 

CDC RT-qPCR キットに含まれる 2019 SARS-CoV-2 のヌクレオカプシド N1 および N2 プライマー（フォワード配列と

リバース配列の両⽅）は、20 分の 5 〜 25% B グラジエントを⽤いて、11 分以内にカラムから溶出しました。UV およ

び MS クロマトグラムの両⽅で、シャープで対称的なピーク（図 1）および再現性の⾼い保持時間（RT）が⾒られまし

た。MassPREP オリゴヌクレオチド標準試料（製品番号：186004135 <

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--reagents/186004135-massprep-oligonucleotide-

standard.html> ）を 4 ヶ⽉の間隔を置いて同様の条件で分析したところ、保持時間 0.1 分以内の再現性が得られまし

た。N1 プライマーおよび N2 プライマーのいずれにおいても、フォワードとリバースのオリゴヌクレオチドの RT の差

は約 1 分でした。
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図 1.  CDC SARS-CoV-2 RT-qPCR アッセイ⽤に適格性評価した 2019 SARS-CoV-2 N1 プライマーおよび N2 プライマー

の特性解析のために、ACQUITY UPLC I-Class（ACQUITY Premier BEH C18 カラム、2.1 × 50 mm、130 Å、1.7 µm）を

⽤いたイオン対逆相クロマトグラフィー（IP-RPLC）において、260 nm に設定した ACQUITY UPLC TUV 検出器（左の

パネル）および BioAccord ACQUITY RDa 検出器（右のパネル）で得られた UV（A260）クロマトグラムおよびトータ

ルイオンクロマトグラム。

CDC RT-qPCR アッセイで使⽤したプローブは、オリゴヌクレオチド配列の 5’ 末端が蛍光物質、3’ 末端がクエンチ

ャーで標識されています。qPCR アッセイの感度は、蛍光物質の適切な合成およびそのリンカーによるオリゴヌクレオ

チド配列への適切な付加により⼤きく左右されます8。 N1 プローブおよび N2 プローブでもシャープなピークが得られ
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ました（図 2）。グラジエントを 30% B までに修正し、より強く保持されるプローブがより確実に溶出されるように

しました。この最終溶出強度の変更により、プローブ溶出の保持時間が 20 分から 16 分に変わりました。これらの結果

から、シングルクエンチャープローブの保持の挙動がわかります。3’ のクエンチャーに加えて、内部クエンチャーで

標識したプローブも分析しました。これらのいわゆるダブルクエンチャープローブについて得られた分離を、図 2 の下

のパネルに⽰します。別の内部クエンチャーで標識したプローブは、約 15 分という短い保持時間で溶出しました。

BioAccord ACQUITY RDa 検出器を⽤いた質量分析により、質量確認が可能になりました。260 nm での UV 検出の後

、スキャンレート 2 Hz で m/z 400 〜 5000 のネガティブモードのマススペクトルを取り込みました。コーン電圧およ

びキャピラリー電圧には既定値を使⽤しました（それぞれ 40 V および 0.80 kV）。脱溶媒温度に 400 ℃ を使⽤しまし

た。ダイバートバルブは、1.5 分後に MS に設定し、22 分に再び廃液に戻しました。N2 フォワードプライマーおよび 

N2 プローブについてのマススペクトルの例を図 3 に⽰します。プライマーおよびプローブのマススペクトルはいずれ

も、多重荷電分⼦種（最⼤ [M-10H]10-）を⽰し、RT-qPCR キット試薬の精密質量が明確に測定できました（表 2）。

図 3 の右パネルの挿⼊図は N2 プローブの [M-4H]4- イオンに対応しており、このスペクトルに⾒られるナトリウムおよ

びカリウムの付加イオンは、ベースピークシグナルの 10% を下回っています。EPFL オンラインカリキュレーターを⽤

い、オリゴヌクレオチド配列に基づいて、プライマーの元素組成およびモノアイソトピック質量が決定されています10

。HRMS を⽤いてサンプルを詳細に分析し、モノアイソトピックピークの精密質量分析で質量誤差が 0.7 〜 7 ppm で

した。次に BioAccord を、対応する質量確認測定に適⽤しました。実際には、ここではモノアイソトピックピークの

⼿動解析に重点を置きました。ただし、UNIFI/waters_connect ソフトウェアを使⽤することで、MaxEnt1 または 

BayesSpray のデコンボリューションアルゴリズムのいずれかにより、荷電ゼロのマススペクトルを得ることができま

す。このデータ解析アプローチも、質量分析および質量確認と同じく魅⼒的な⼿段です11,12。PCR プローブの分⼦の詳

細は公開されていません。そこで、ウォーターズ社内の Tof HRMS 装置を⽤いた精密質量測定と、BioAccord LC-MS 

システムを⽤いた質量確認に基づいて、最も可能性の⾼い分⼦式を決定しました。すべての質量測定値を表 1 に⽰しま

す。
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表 1.  CDC RT-qPCR キットで使⽤されている 2019 SARS-CoV-2 PCR 試薬のオンライン MS 検出および精密質量ピーク

同定。BioAccord ACQUITY RDa 検出器を搭載した ACQUITY UPLC I-Class システムまたは⾼分解能質量分析計を備えた 

ACQUITY UPLC H-Class システムを使⽤し、IP-RPLC によってデータを取得して、精密質量測定を更にバリデーション

しました。元素組成およびモノアイソトピック質量は、スイス連邦⼯科⼤学ローザンヌ校のカリキュレーターを使⽤し

て取得しました10。ダブルクエンチャープローブの分⼦情報は公開されていません。
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図 3.  BioAccord ACQUITY RDa 検出器を備えた ACQUITY UPLC I-Class システムを使⽤した、CDC RT-qPCR キットで使

⽤される 2019 SARS-CoV-2 PCR 試薬の特性解析のためのイオン対逆相液体クロマトグラフィー（IP-RPLC）で得られ

たマススペクトル。N2 フォワードプライマー（左のパネル）および N2 シングルクエンチャープローブ（右のパネル

）のネガティブイオンモードマススペクトルを⽰します。右のパネルの挿⼊図は N2 プローブの [M-4H]4- イオンに対応

しています。

精密質量測定に加え、UV および MS と組み合わせて IP-RPLC を使⽤し、試薬の純度および化学合成後に脱塩しただけ

の未精製の粗製品を評価しました。そのため、収集した UV クロマトグラムを使⽤してクロマトグラフィーピークを波

形解析しました。図 4 に波形解析したクロマトグラムを⽰します。ここで粗 N2 プローブの純度割合を計算するのは興

味深いことでした。UNIFI を使⽤して⾃動ピーク解析を⾏いました。保持時間、クロマトグラフィーピーク⾯積および

純度が表 2 に報告されています。CDC アッセイ⽤に適格性評価したプライマーの純度は 92%、対応する粗製品の純度

は約 90% であることがわかりました。CDC アッセイ⽤に適格性評価したプローブは⾼純度（約 98%）でしたが、対応

する粗製品（脱塩のみ）の純度はわずか約 76% でした。

粗プローブ中の不純物を更に詳細に調査しました。主要クロマトグラフィーピークが 15.31 分に⾒られたのに加えて、

粗 N2 プローブの UV トレースには 13.30 分と 15.70 分に⼩さなピークが⾒られました（図 4）。これら 3 つのピーク

について得られた合計マススペクトル[15.31 分（上）、13.30 分（中央）、15.70 分（下）]を図 4 の右のパネルに⽰し

ます。13.30 分のピークは、主要クロマトグラフィーピークと⽐較して質量が -16 Da シフトした分⼦種に対応してい

ます。これは、プローブ構造中の酸素原⼦の損失を⽰しています。その後 15.70 分に溶出するピークは、正の質量シフ
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ト 42.9 Da に対応する推定不純物です。まとめると、表 2 に報告し図 4 に例⽰したデータから、ACQUITY UPLC TUV 

検出器と BioAccord RDa 検出器を⽤いた直列検出により、PCR 試薬の純度評価ができることが分かりました。

結論

このアプリケーションノートでは、最適化した IP-RPLC およびコンプライアンス対応のベンチトップ型 Tof 装置を⽤

いた、SARS-CoV-2 CDC アッセイで使⽤される PCR 検査試薬の品質評価について説明しました。この感度の⾼いアプ

ローチにより、わずか 10 pmol のヌクレオカプシドプライマー N1 と N2（フォワード配列とリバース配列の両⽅）お

よび N1 プローブと N2 プローブから、純度について多くの情報が収集できました。すべての PCR 試薬についてシャー

プで対称的なピークが得られました。260 nm での UV 検出の後、ネガティブイオンモードでマススペクトルを取り込

むことで、多重荷電分⼦種（最⼤ [M-10H]10-）が容易に観察されました。ナトリウムおよびカリウムの付加イオンは、

ベースピークシグナルの 10% を下回っており、RT-qPCR キット試薬の分⼦量を明確に決定できました。UV 検出およ

び MS 検出を組み合わせて、試薬の純度および未精製の粗製品を評価しました。これらの純度測定の例では、UNIFI を

使⽤して UV クロマトグラムの⾃動ピーク解析を⾏いました。更に、このアプリケーションノートで説明した分析アプ

ローチにより、シングルクエンチャー N2 プローブの未精製の粗合成品の調査で実証されたように、不純物のより詳し

い調査が可能になりました。まとめると、⾼分解能で⾼感度の LC-UV-MS を組み合わせた⼿法により、掘り下げた情報

が得られ、RT-qPCR 試薬を認定する上でのメリットがもたらされました。
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