
 

 

 

リン酸緩衝液を用いたオリゴヌクレオチドの分離

とターゲットピークのオンライン脱塩及び分取 

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 

 

1．はじめに 

近年、診断・治療などの目的で核酸が注目され、

盛んに研究が行われています。核酸の分析や分取・

精製には液体クロマトグラフィーを用いた手法が

有効ですが、核酸は金属吸着などの問題が起こり

やすく、通常は移動相にイオンペア試薬や不揮発

性の塩が用いられます。しかし、イオンペア試薬は

システムに残留しやすく、他の分析を行う際には、

事前にメンテナンスを必要とする場合があります。

また、溶媒除去や、質量分析計での検出が必要な場

合には不揮発性の塩は適しません。 

本アプリケーションノートでは、リン酸緩衝液

によるサイズ排除クロマトグラフィーを用いて、

オリゴヌクレオチドを分離し、さらに目的ピーク

をハートカット動作によりイオンペア試薬を用い

ない揮発性移動相の系に移送し分取を行えるシス

テムをご紹介します。 

 

2．実験条件 

 サンプル  

Agilent DNA Ladder Standard, P/N 5190-9029  

 装置  

Agilent 1260 Infinity II LC System 

 

 

 

 

 

図 1  システム構成 

1D  

移動相 150 mM リン酸緩衝液（pH 7.0） 

カラム Advanced Bio SEC 130Å, 4.6 × 300 mm, 

2.7 μm, P/N PL1580-5350 

流速 0.2 mL/min 

注入量 5 μL 

検出波長 260 nm 

2D  

移動相 A : 20 mM 酢酸アンモニウム 

B : メタノール 

グラジエント B conc. 5% (0-1min) → 90% (1.1 min) 

カラム Advanced Bio Oligonucleotide, 2.1 × 50 

mm, 2.7 μm, P/N 659750-702  

流速 0.2 mL/min 

検出波長 260 nm 
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G7111B クオータナリポンプ

G7129B バイアルサンプラ

G7116B カラム恒温槽

5067-4117 バルブ

( 200 μL Loop )

G7115A DAD

G7112B バイナリポンプ

G7117A DAD

G1364C フラクションコレクタ

<要旨>  

一般的にはイオンペアを用いた分離を行うオリゴヌクレオチドを、サイ

ズ排除クロマトグラフィーでリン酸緩衝液を用いて分離しました。さら

に目的ピークをバルブの動作によりハートカットすることで、揮発性移

動相の系に移送し分取を行いました。これらを全てオンラインで行い、

良好な回収率を得ることができました。 
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3. 結果 

 1 次元目の SEC 分析の結果を図 2 に示します。 

良好な分離が得られました。この 20 mer のピーク

をバルブによりハートカットし 2 次元目の脱塩カ

ラムに導入しました。1 次元目のリン酸移動相は 2

次元目カラムに保持せずに溶出されるため、不揮

発性塩を除去する事が出来ます。この脱塩後のピ

ークをフラクションコレクタで分取しました（図

3）。 

 分取したサンプルを１次元目の条件で再分析し

た結果を 図 4 に示します。20 mer が分取出来て

おり、回収率は約 90％と良好であることを確認し

ました。 

 

図 2 オリゴヌクレオチド標準品クロマトグラム 

 

図 3 ハートカット画分脱塩クロマトグラム 

 

 

 

図 4 分取したフラクションの再分析SECクロマトグ

ラム 

 

4．まとめ 

 Agilent 1260 Infinity II LC 脱塩・分取システムお

よび Agilent Advanced カラムを用いて、オリゴヌ

クレオチドを分離し、ハートカットしたフラクシ

ョンの脱塩・分取精製操作を行いました。イオンペ

ア試薬を用いない揮発性移動相条件下で脱塩を行

い、良好な回収率で分取出来ることが確認できま

した。揮発性移動相を用いているため、最終精製物

の確認作業には質量分析計の利用も可能となりま

す。 

  

min9 10 11 12 13 14

mAU

0

10

20

30

40

50

60

70

80

1
0
.4

3
6
 -

4
0
 m

e
r

1
0
.7

8
3
 -

3
5
 m

e
r

1
1
.2

0
2
 -

3
0
 m

e
r

1
1
.7

0
6
 -

2
5
 m

e
r

1
2
.3

2
5
 -

2
0
 m

e
r

1
3
.1

0
2
 -

1
5
 m

e
r

1D

SEC

min1 2 3 4 5 6

mAU

0

20

40

60

80

100

4
.7

2
9

2D

脱塩

min9 10 11 12 13 14

mAU

0

1

2

3

4

1
2
.3

2
4
 -

2
0
 m

e
r


