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要約

核酸ベースの治療薬のパイプラインが急成⻑する中、さまざまな⾼分⼦核酸分⼦種の濃度、完全性、相対存在量を迅速

に確認できる、改善された分析法が必要になっています。特に、陰イオン交換は、mRNA の濃度および完全性を決定す

るための分析⼿法としての使⽤において⼤きな可能性がありますが、現在の分析法ではキャリーオーバーが多い傾向が

あり、この⼿法の導⼊は現実的ではありません。本研究では、カラムテクノロジーの選択が重要になり得ること、およ

び Gen-Pak™ FAX 弱陰イオン交換カラムが新しい分析法の⾮常に有効な出発点になり得ることを説明します。さらに、

分析種のカラム滞留時間を短くし（1）、最⼤ 100 mM という⽐較的⾼い対イオン濃度でグラジエントを開始して

（2）、吸引したサンプルを調節塩プラグでブラケットする注⼊アプローチを適⽤することで、キャリーオーバーを低

減することができます。本研究は、1 本鎖 mRNA の変性とキャリーオーバー、および選択性と分離の関係を解析するの

にも役⽴ちました。移動相の温度を⾃⼰フォールディングの溶融温度に近づけると、選択性が増⼤しますが、キャリー

オーバーも増加します。

アプリケーションのメリット

連続注⼊間での低いキャリーオーバー■

mRNA サンプルの回収率の向上■

併⾏精度および分析法の頑健性の向上■
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はじめに

近年、バイオ医薬品業界では遺伝⼦治療への関⼼が⼤幅に増⼤しています。合成核酸により、新しい形のワクチン接種

や、タンパク質発現調節の新しい⼿段が提供されます。より最近では、in vitro 転写される mRNA が⼤きな注⽬を集め

ています1,2。

インタクト mRNA 原薬を分析するには、液体クロマトグラフィー（LC）⼿法が必要です3。 多くの場合、イオン対逆

相（IP-RP）クロマトグラフィーやサイズ排除（SEC）クロマトグラフィーによる分析スケールの分離が適⽤され、不

均⼀性の検出や分⼦の完全性の確認に使⽤されています3。

オリゴヌクレオチドや核酸の⼤スケール陰イオン交換（AEX）分離（精製）が通常⾏われているにもかかわらず、分析

スケールの AEX 分離分析法はこれまでわずかしか報告されていません。分析⽬的の AEX の使⽤が限られている理由は

おそらく、⾼分⼦核酸によく⾒られる低回収率やキャリーオーバーの影響が⼤きいなど、分析法の頑健性が不⾜してい

るためと考えられます。Bridgeneau らは、RNA アプタマー精製における AEX クロマトグラフィー実⾏の間のキャリ

ーオーバーを防ぐには、特定の条件での 30 分間の平衡化およびブランク分析が必要であると報告しています4。 

Guilherme らは、キレート剤および/または変性剤（例：尿素、ホルムアミド、イソプロパノール）を溶出バッファー

に補充して分⼦間相互作⽤を抑えることでキャリーオーバーを低減する解決策を提案しました5。 多くの電荷を持つ陽

イオン分⼦（スペルミジン）も添加剤として提案されています。これらはコンパクトなスーパーコイル構造を安定させ

、回収率を向上させる効果があると考えられています6。 最近、弱イオン対陽イオンのグラジエントによって mRNA の 

AEX 分離が⾏えるという興味深い結果が⽰されました7。 このいわゆるイオン対陰イオン交換「IPAX」分析は、従来の

塩グラジエントと⽐較して、回収率および選択性が向上しています。溶質イオンと固定相リガンドの間で発⽣する⾮特

異的相互作⽤に加えて、カラムハードウェアの材質⾃体も、回収率低下とキャリーオーバー増加の原因になることがあ

ります。現状では、Minkner らは、AEX での siRNA の 95% を超える回収率を優れた性能とみなしており、⾼分⼦ 

mRNA の回収率が⼩さな mRNA と⽐べて低いことは、AEX だけでなく、アフィニティークロマトグラフィー分離や疎

⽔性相互作⽤クロマトグラフィー（HIC）分離でも報告されています8,9。

上記の検討事項を念頭に、改善した分析法を確⽴できれば、AEX クロマトグラフィー分離が、インタクトな⾼分⼦核酸

サンプルの分析において信頼できるアプローチになる可能性があると考えられます。今回、AEX 分離で発⽣するキャリ

ーオーバーを⼤幅に低減できる効率的な解決策を提案します。 

実験⽅法

サンプルおよび移動相の調製

ClenCap 5 moU EPO mRNA（⻑さ：858 ヌクレオチド）、ルシフェラーゼ（LUC）mRNA（⻑さ：1929 ヌクレオチド
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）、および Cas9 mRNA（⻑さ：4521 ヌクレオチド）は TriLink Biotechnologies（⽶国カリフォルニア州サンディエ

ゴ）から購⼊しました。サンプルを⽔で 25 µg/mL に希釈し、それ以上の調製を⾏わずに注⼊しました。

トリス-（ヒドロキシメチル）アミノメタン（TRIS）、グアニジン塩酸塩（Gdn-HCl）、臭化ナトリウム（NaBr）は 

Sigma-Aldrich（スイス、Buchs）から購⼊しました。トリスバッファーは 25 mM 溶液として調製し、pH を約 7.6 に

調整しました。この 25 mM トリスバッファーを移動相 A として使⽤しました。移動相 B には、2 M Gdn-HCl または 2 

M NaBr を溶解した 25 mM トリスバッファーを使⽤しました。

塩プラグ注⼊では、移動相 B、または 2 M NaBr を含有する 10 倍濃度の BioResolve™ CX B 濃縮液（製品番号：

186009064 <https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--reagents/186009064-bioresolve-cx-ph-

concentrate-b.html> ）のいずれかを使⽤しました。

LC 条件

LC システム： ACQUITY™ UPLC™ H-Class PLUS Bio システム（クオ

ータナリー）

検出： 260 nm での UV 検出

バイアル： ポリプロピレンバイアル（製品番号：186002639）

カラム： Gen-Pak FAX 陰イオン交換カラム、2.5 µm、4.6 × 

100 mm（製品番号：WAT015490）

カラム温度： 周囲温度 〜 45 ℃

サンプル温度： 5 ℃

注⼊量： 2.0 µL（サンプル）

ブラケット注⼊シーケンス： 1.0 µL（塩プレプラグ） + 2.0 µL（サンプル） + 1.0 µ

L（塩ポストプラグ）

流速： 0.6 mL/分

移動相 A： 25 mM TRIS ⽔溶液（pH = 7.6）

3塩プラグ注⼊メソッドによる⾼分⼦核酸の陰イオン交換分析の改善

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--reagents/186009064-bioresolve-cx-ph-concentrate-b.html
https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--reagents/186009064-bioresolve-cx-ph-concentrate-b.html
https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--reagents/186009064-bioresolve-cx-ph-concentrate-b.html
https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--reagents/186009064-bioresolve-cx-ph-concentrate-b.html
https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--reagents/186009064-bioresolve-cx-ph-concentrate-b.html


移動相 B： 2 M グアニジン塩酸（Gdn-HCl）含有 25 mM 

TRIS（pH = 7.6）または

2 M 臭化塩素（NaBr）含有 25 mM TRIS（pH = 7.6）

グラジエント： ⾼速分離のための推奨の急勾配グラジエント：

- 2 M Gdn-HCl 移動相の場合：6 分で 0 〜 25% B

- 2 M NaBr 移動相の場合：7 分で 15 〜 50% B

より⾼い選択性のための推奨の緩やかなグラジエント

：

- 2 M NaBr 移動相の場合：15 分で 12 〜 35% B

カラムコンディショニング

最低カラム容量の 20 〜 50 倍の移動相を使ってカラムを平衡化します。次に連続して（3 〜 4 回）対象サンプルの⾼ロ

ード量（例：5 〜 10 µg）注⼊を⾏い、固定相の活性部位をコンディショニングします。

結果および考察

⽣体分⼦（⾼分⼦）で⾒られる注⼊の併⾏精度不良および⾼キャリーオーバー効果の背景にある現象は多くの場合、表

⾯での望ましくない⼆次的相互作⽤、および⾼分⼦システムで発⽣する分⼦間および分⼦内の相互作⽤に関連していま

す。⾼分⼦は全般に表⾯活性分⼦であり、さまざまな種類の表⾯との接触に際して⾮特異的吸着が起きます10。 このプ

ロセスは、溶質存在量の低下や凝集を引き起こす可能性があるため、⾮常に重要になる場合があります。吸着時には、

ほとんどの⾼分⼦で形状の変化（アンフォールディングなどの⽴体構造変化）が起きます。⾼分⼦が占める吸着剤表⾯

の領域はしばしば「フットプリント」と呼ばれます11。 フットプリントは通常、滞留時間とともに増加し、この過程は

「拡散プロセス」と呼ばれることがあります。フットプリント関連で⽣じた余分な吸着の⼀部は通常、可逆的です12,13

。 吸着の速度とフットプリントの表⾯積は、溶質の濃度にも強く依存します14。 分析種の濃度が⾼いと、表⾯の占有

が短時間になるため、拡散が⽣じる時間も短くなります。これにより、平均のフットプリントが⼩さくなりますが、吸

着密度は⾼くなります。溶媒の pH や塩濃度などの他のパラメーターも、フットプリントのサイズと拡散に影響するこ

とがあります。

複数の研究で、上記の効果の⼀部が実証されています15‒18。

滞留時間および初期移動相強度の効果
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予備実験により、mRNA が固定相に結合できる時間の⻑さがキャリーオーバーと相関する可能性が⽰唆されました。

mRNA は、AEX によって分離される際に、溶出メカニズムのようなオン-オフ（結合と溶出）メカニズムに従うことが

すでに確認されています7。 したがって、mRNA はカラムのヘッドに結合し、溶出⽤のグラジエントの移動相組成にな

るまで不動になると考えるのが妥当です。そのため、分析種の拡散が発⽣し、固定相との多点相互作⽤が形成されるの

に要する⼀定の時間ができます。滞留時間が短くなると結合セグメントが少なくなり、ひいては吸着の相互作⽤が弱ま

って、キャリーオーバーが減少するという印象があるかも知れません。

滞留時間がキャリーオーバーに及ぼす影響を確認する体系的実験が実施されています。6 分間で 0 〜 25% B の Gdn-

HCl グラジエントをプログラミングし、グラジエント開始の前に、異なる初期アイソクラティック保持時間（0% B）

を設定しました。具体的には、0、0.5、1、2、4、8 分間の初期アイソクラティックホールドを設定しました。EPO お

よび Cas9 の mRNA サンプルを注⼊し、サンプル注⼊後のブランク注⼊におけるキャリーオーバーを（% で）測定し

ました。図 1A に、⽣じたキャリーオーバーを溶質の結合時間の関数として⽰しています。このプロットは、キャリー

オーバーと結合時間の間に相関があることを⽰唆しています。結合時間が短いほど、キャリーオーバーは少なくなって

います。予想どおり、これらの実験は、キャリーオーバーを制限する⼿段として、分析の実⾏時間を短くする必要があ

ることを⽰唆しています。保持時間を約 3 分に制限すると、⻑いグラジエントでは 10 〜 20% のキャリーオーバーが⾒

られたのに対して、4 〜 8% とキャリーオーバーが少なくなりました。

図 1.  AEX において mRNA 溶質の結合（滞留）時間（A）および初期移動相強度（B）がキャリーオーバーに及ぼす影響

。カラム：Gen-Pak FAX 100 × 4.6 mm、2.5 µm カラム、移動相 A：25 mM TRIS（pH = 7.6）、移動相 B：25 mM 

TRIS（pH = 7.6） + 2 M Gdn-HCl、F = 0.6 mL/分、グラジエント：6 分で 0 〜 25% B、周囲温度（約 22 ℃）。 

別の実験設定で、移動相の初期強度の影響を試験しました。溶質の拡散が固定相の表⾯で発⽣すると仮定した場合、最

初の結合時に発⽣する相互作⽤が弱いと、拡散はあまり顕著ではない（または遅くなる）とも考えられます。そこで、

グラジエント時間を固定し、初期の %B 組成を 0、1、2、3、4% B と変化させました。図 1B に、EPO および Luc 
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mRNA における実測キャリーオーバーを開始時の移動相組成の関数として⽰しています。開始時の %B が⾼いほど、キ

ャリーオーバーは少なくなるという明らかな傾向があります。グラジエントを 0% B ではなく 4% B（約 80 mM の対イ

オン）から開始すると、キャリーオーバーが 2 分の 1 に減少しました。この結果は、0% B ではなく、グラジエントの 

%B がほどよく⾼い移動相組成（50 〜 100 mM の対イオン）から開始する必要があることを⽰唆しています。

結合時間および開始時 %B の影響はサンプルによって異なるため、⽬的のサンプル⽤に最適化する必要があることに注

意してください。

塩プラグ（ブラケット注⼊）でのサンプルプラグの取り囲み

溶媒強度の不⼀致とは、注⼊溶媒と移動相の溶離液強度が異なる状況を説明するために使⽤される⽤語です19。 溶媒強

度の不⼀致は、サンプル溶媒が移動相組成より強い場合に特に問題になります。このような状況では、部分的または全

体的なブレークスルー効果、または少なくともピークのフロンティングやピーク割れが発⽣することが多くなります19

。 このような効果は、多次元分離や親⽔性相互作⽤クロマトグラフィー（HILIC）分析で頻繁に発⽣します。強溶媒の

影響を抑えるため、プレサンプルプラグとポストサンプルプラグのセットの希釈によって吸い上げたサンプルをブラケ

ット化する特別にプログラミングされた注⼊シーケンスを適⽤して、サンプルをカラムに導⼊することができます。こ

のような注⼊シーケンスは、分離性能を向上させるためやブレークスルー効果を抑えるために、すでに適⽤されていま

す20,21。

結合の相互作⽤が本質的に⾮常に強い mRNA の AEX では、上記の注⼊シーケンスアプローチ（通常は初期結合の相互

作⽤の強度を強めるために適⽤される）を逆にする必要があります。この場合、初期結合の強度を抑えるために、サン

プルを強溶媒プラグとともに注⼊する必要があります。そこで、⾼濃度の塩（対イオン）を含む溶媒プラグでサンプル

をブラケット化することを提案します。⾼塩濃度に加えて、溶媒プラグの pH を固定相の官能基の pKa の近く（弱陰イ

オン交換体の場合は pH 10 〜 11）になるように調整することもできます。ここでも、この複合効果は、初期吸着の強

度を抑えることを⽬的としています。

シーケンス注⼊の最も重要な要因、およびそれらが AEX 分離での mRNA のキャリーオーバーにどのように影響するか

を確認するために、系統的実験を⾏いました。試験した要因は、（1）塩プレプラグの容量、（2）塩ポストプラグの容

量、（3）ブラケット化に⽤いる塩プラグの総容量、（4）使⽤する塩の種類（NaCl、（NH4）2SO4、Gdn-HCl、

NaBr）、（5）塩プラグの pH でした。

最も有益なシーケンスは、サンプルプラグを 2 M NaBr 溶液（pH 約 10）のプレプラグおよびポストプラグでブラケッ

ト化する注⼊シーケンスであることがわかりました。図 2 に、ブラケット化注⼊の概略図を⽰します。10.5 〜 11.0 よ

り⾼い pH では、mRNA が変性し、塩基対形成や塩基スタッキングの相互作⽤が壊れる可能性があります。⾼ pH では

、インタクト RNA が直鎖状になり、拡散、結合フットプリントの拡⼤、⼤幅に強い吸着につながる可能性があります

。さらに、⼀部の核酸塩基は pH 10 を超えると脱プロトン化し、核酸分析種に負電荷が追加されます22。 これが、⾼ 

pH 条件で AEX における mRNA の保持が強くなる理由と考えられます3。 したがって、⾼すぎる pH（>11）は溶媒プ

ラグとして適していません。経験的に、キャリーオーバーの増加が認められます。
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図 2.  吸引したサンプルが⾼塩濃度および⾼ pH のモジュレータープラグでブ

ラケット化されている注⼊シーケンスの概略図。Empower™ ソフトウェアでは

、「⾃動追加」オプションにより、サンプルセットに必要な任意の注⼊シーケ

ンスを作成することができます23。

サンプルのブレークスルーを回避しつつキャリーオーバーが最⼩になる条件を⾒つけるには、サンプルプラグの容量に

対する調節塩プラグの容量の⽐を最適化する必要があります。図 3 に、EPO mRNA のキャリーオーバーおよび回収率

の変化を、サンプル容量に対する調節プラグ容量の⽐（Vmod / Vsample）の関数として⽰しています。これは、プレプ

ラグとポストプラグの容量が同じである場合に使⽤できます。この図から、（Vmod / Vsample）が約 1.2 〜 1.3 の値

に達するまで、キャリーオーバーが減少して回収率が増加することがわかります。この「限界」値を超えると、注⼊し

たサンプル容量の⼀部が強調節プラグに取り込まれ、部分的なブレークスルーピークがクロマトグラムに表れます。（

Vmod / Vsample）≥ 2 の場合、mRNA のピーク全体がカラムのデッドタイムで溶出します（トータルブレークスルー

）。（Vmod / Vsample ）を約 1 〜 1.2 に設定すると、塩プラグによる調節なしの場合に⾒られることが多い 10 〜 20% 

のキャリーオーバーではなく、わずか 2 〜 3% のキャリーオーバーになります。理想的な（Vmod / Vsample）⽐は、サ

ンプル、インジェクター装置、システム容量、移動相、カラムによって異なることに注意してください。分析法の設定

ごとに個別に最適化することが必要です。（Vmod / Vsample）を約 1 に設定するのが出発点として適していると考えら

れます。例えば、2 µL の mRNA サンプルを注⼊する場合、適切な出発点は、モジュレータープレプラグ 1 µL + サンプ

ル 2 µL + モジュレーターポストプラグ 1 µL のシーケンスのプログラムになります。
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図 3.  サンプル容量に対する調節プラグ容量の⽐がキャリーオーバー（黒⾊の曲線）および回収率（⾚⾊の曲線）に及

ぼす影響。カラム：Gen-Pak FAX 100 × 4.6 mm、2.5 µm カラム、移動相 A：25 mM TRIS（pH = 7.6）、移動相 B：25 

mM TRIS（pH = 7.6） + 2 M NaBr、F = 0.6 mL/分、グラジエント：7 分で 15 〜 50% B、周囲温度（約 22 ℃）。サン

プル：EPO mRNA（2 µL 注⼊）、調節プラグ：移動相 B。

カラム（固定相）によって異なるキャリーオーバー

弱 AEX 相および強 AEX 相の両⽅を含む、さまざまな固定相を試験しました。若⼲の違いが⾒られ、弱交換体では全般

にキャリーオーバーがわずかに減っていました。ただし、キャリーオーバーは常にサンプルおよび条件によって異なる

ことに注意してください。弱イオン交換体の間でも差が⾒られることがありますが、これはおそらくリガンドの密度や

リガンドのアクセス性（形態）の差、および⽔素結合などのその他の相互作⽤に関連していると思われます。

図 4 に、Gen-Pak FAX 弱陰イオン交換カラムと弱陰イオン交換モノリスカラムの⽐較を、両⽅のカラムに最適化した

同じブラケット注⼊を使⽤して⽰しています。Gen-Pak FAX カラムでは、キャリーオーバーが顕著に少なく分離度は

同等であり、ピークの鋭さが⼤幅に向上している場合がありました。
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図 4.  2 種類のカラムで⾒られたキャリーオーバーの⽐較。カラム：Gen-Pak FAX 100 × 4.6 mm、2.5 µm カラム（左

）、およびモノリス型 WAX 4.95 × 5.2 mm（右）。グラジエント条件：図 3 と同じ、調節溶媒プラグ：2 M NaBr 含有 

pH 10.2 バッファー。ブラケット注⼊：調節プレプラグ 1 µL + サンプル 2 µL + 調節ポストプラグ 1 µL。% で表されて

いる⾚⾊の数字は、サンプル注⼊後のブランク注⼊で⾒られたキャリーオーバーの割合に対応します。
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温度の影響

AEX クロマトグラフィーでは、温度を上げると、RNA サンプルのピークが少なくなり、より明確になることが報告さ

れています24。 これは、⼆次構造の減少によるものと考えられています。さらに、⾼温では保持の増⼤も観察されまし

たが、これも⾃⼰構造の減少によって説明できます。最近、温度も AEX における mRNA の回収率とキャリーオーバー

に⼤きな影響を及ぼすことがわかりました7。 多くのパラメーターが mRNA、⽔系移動相、固定相の間の相互作⽤の強

さを変化させる可能性があるため、温度の影響によるキャリーオーバーの変化を予測することは困難です。⼤量の塩の

存在下では、mRNA の疎溶媒性効果、塩析、塩溶、脱⽔、および構造的再配列のすべてが、多かれ少なかれ発⽣する可

能性があります7。 そのため、ブラケット化注⼊に対する温度の影響についての試験に関⼼を向けました。図 5 に、

EPO および Cas9 の mRNA サンプルを周囲温度および⾼温（T = 35 ℃ および 45 ℃）で注⼊して得られたクロマトグ

ラムを⽰します。キャリーオーバーが温度とともに増⼤するように⾒えますが、これは保持の増⼤が観測されることと

⼀致しています（⾼温では結合が強いことを⽰唆しています）。したがって、サンプルのキャリーオーバーを検討する

場合は、周囲温度で実験することが推奨されます。⼀⽅、ピーク形状、選択性、分離プロファイルが温度によって⼤き

く変化することから、サンプル成分の分離に対して、対応する有利な効果があるように思われます。最終的には、2 つ

の分析法（周囲温度条件での分析、および⾼いカラム温度での分析）を設定することが有⽤と考えられます。周囲温度

（低温）を使⽤する分析法は存在量/濃度を決定する測定に適し、⾼温を使⽤する分析法は mRNA の⽣物物理学的特性

や化学的不均⼀性の調査に有⽤である可能性があります。 

図 5.  クロマトグラフィープロファイル（選択性）およびキャリーオーバーに対する温度の影響。カラム：Gen-Pak 

FAX 100 × 4.6 mm、2.5 µm カラム、移動相 A：25 mM TRIS（pH = 7.6）、移動相 B：25 mM TRIS（pH = 7.6） + 2 M 

NaBr、F = 0.6 mL/分、グラジエント：15 分間で 12 〜 35% B（緩やかなグラジエント）、調節溶媒プラグ：移動相 B

。ブラケット注⼊：調節プレプラグ 1 µL + サンプル 2 µL + 調節ポストプラグ 1 µL。温度：周囲温度（左）、35 

℃（中央）、45 ℃（右）。
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結論

⾼分⼦核酸の陰イオン交換分析では、キャリーオーバーが多いことと、回収率が低いことが知られています。今回、キ

ャリーオーバーを低減して分析法の頑健性を向上させるための、新しい分析法に関する検討事項を提案します。過去の

複数回の調査を通じて、Gen-Pak FAX カラムにより、⾼分⼦ 1 本鎖核酸サンプルが最も効果的に分離されることが確

認されています。このカラムは、新しい分析法を導⼊するための信頼できる出発点になります。

キャリーオーバーに関しては、分析時間を短くすることが好ましいことが分かっています。⽐較的強い溶離液強度でグ

ラジエントを開始することも役⽴ちます。

しかし、最も有⽤なアプローチは、サンプルをいわゆる「調節」プラグでブラケット化する特別にプログラミングされ

たサンプル注⼊を適⽤することです。これらのプラグには⾼濃度の塩が含まれており、約 pH 10 になるように緩衝化さ

れています。このブラケット注⼊により、カラムヘッドでの溶質の結合強度が弱まり、回収率とキャリーオーバーの点

で改善します。調節プラグの容量および⽐は、個々の分析法のセットアップごとに最適化する必要があります。この試

験では、（Vmod / Vsample）⽐約 1 がかなり有効であることがわかりました。Gen-Pak FAX カラムでこの新規のブラケ

ット注⼊モードを使⽤することにより、⾼分⼦ mRNA のキャリーオーバーが、従来の AEX 分析法では多くの場合 10 

〜 20% であるのに対して、約 2% に低減することができました。
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