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はじめに

液体クロマトグラフィー（LC）および質量分析（MS）は、合成オリゴヌクレオチド（オリゴ）の特性解析
においてきわめて重要な役割を果たしており、ここ数年でオリゴの製造量と使用量が増大するにつれて、
ハイスループットの分析メソッドに対する需要が高まっています。オリゴの従来の LC/MS では、分離作
業が要求されるため、何十分もの分析時間が必要になる場合があります。ただし、すべてのアプリケー
ションでクロマトグラフィーによる分離が必要になるわけではなく、MS 測定の前に脱塩すれば十分とい
えます。この実験では、オリゴのハイスループットサンプリングと脱塩に関する、高速 LC と RapidFire 
という 2 つのメソッドについて説明して比較します。各メソッドを 18 mer で速度について最適化した後、
長さ 18～ 100 mer のさまざまな合成 DNA と RNA の特性について解析しました。

合成オリゴヌクレオチドの 
ハイスループット質量分析
高速 LC および RapidFire メソッドのデータの比較
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実験

高速 LC メソッドでは、Agilent 1290 Infinity 
II マルチサンプラには、スマートオーバーラッ
プによりサンプルごとに交互に切り替えでき
るデュアル注入ニードルが搭載されており、
片方のニードルからサンプルを吸引すると同
時に、もう片方のニードルで分析を実施でき
ます（図 1）。さらに、MS のネブライザに直
接取り付けられているガードカラムを通して、
高流量の高速グラジエントにより分析時間
を最適化しました。高速 LC メソッドでは、オ
リゴを即座に脱塩するために高流量が必要
でした。次に、高速 LC の取り込みレートを 
10 スペクトル/秒に設定し、すべての分離ピー
クにおいて最低 15 ポイントを確保しました
（これは、幅にして約 2 秒であり、RapidFire 
メソッドでは約 5 秒でした）。RapidFire メソッ
ド（図 2）では、サンプルごとに 6 秒の脱塩を
実施した後（ポンプ 1、状態 2）、6 秒の溶出
を実施しました（ポンプ 3、状態 4）。得られ
たデータはすべて、MassHunter BioConfirm 
B07 で解析しました。

図 1. デュアル注入ニードル搭載の Agilent 1290 Infinity II マルチサンプラを 
用いた高速 LC メソッド

図 2. Agilent RapidFire 400 ハイスループット質量分析システム

Agilent 1290 Infinity II バイナリポンプ、デュアルニードル搭載のマルチサンプラ

カラム
Agilent AdvanceBio オリゴ UHPLC ガードカラム、 
2.1 × 5 mm、1.7 µm（p/n 821725-921）

カラム温度 室温

注入量 10 µL

スマートオーバーラップ 使用可、ニードルを交互に切り替え

オートサンプラ温度 5 ℃

ニードル洗浄 メタノール:水 50:50

移動相
A) 水 + 15 mM TEA + 400 mM HFIP 
B) メタノール

流量 1.75 mL/min

グラジエント

時間（分） 時間（秒） %B 
0.00 0.00 20 
0.03 1.80 20 
0.24 14.4 50 
0.25 15.0 100 
0.30 18.0 100 
0.31 18.6 20 
0.59 35.0 20

ストップタイム 0.60 分

ポストタイム 0.00 分

高速 LC 条件
Agilent 6545 LC/Q-TOF

イオン極性 デュアル AJS ネガティブ

データ保存 両方（セントロイドおよびプロファイル）

ガス温度 350 ℃

乾燥ガス流量 13 L/min

ネブライザガス 60 psi

シースガス温度 350 ℃

シースガス流量 12 L/min

キャピラリ電圧 3,500 V

ノズル電圧 2,000 V

フラグメンタ電圧 200 V

スキマ電圧 65 V

Oct 1 RF Vpp 750 V

質量範囲 400～ 3,200 m/z

取り込みレート 10 スペクトル/秒
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RapidFire 条件
Agilent RapidFire 400

カートリッジ Agilent PLRP-S、30 µm、1,000 Å、4 µL ベッドボリューム 

カートリッジ温度 室温

注入量 10 µL

ポンプ 1 水 + 7.5 mM TEA + 200 mM HFIP、1.2 mL/min

ポンプ 2
50 % メタノール + 7.5 mM TEA + 200 mM HFIP、0.6 
mL/min

ポンプ 3
50 % メタノール + 7.5 mM TEA + 200 mM HFIP、0.6 
mL/min

状態 1 サンプルの吸引（吸引センサオン） 600 msec

状態 2 ロード/洗浄（脱塩） 6,000 msec

状態 3 追加の洗浄 0 msec

状態 4 溶出（注入） 6,000 msec

状態 5 再平衡化 500 msec

Agilent 6545 LC/Q-TOF

イオン極性 デュアル AJS ネガティブ

データ保存 両方（セントロイドおよびプロファイル）

ガス温度 275 ℃

乾燥ガス流量 11 L/min

ネブライザガス 35 psi

シースガス温度 325 ℃

シースガス流量 11 L/min

キャピラリ電圧 3,500 V

ノズル電圧 2,000 V

フラグメンタ電圧 200 V

スキマ電圧 65 V

Oct 1 RF Vpp 750 V

質量範囲 400～ 3,200 m/z

取り込みレート 4 スペクトル/秒

結果と考察

スループットと再現性 - RapidFire
RapidFire メソッドのスループットは、5 つの
状態の合計（約 13 秒、「実験」を参照）と
プレートステージ移動の約 1.5 秒を合わせ
て算出しており、サンプルあたりわずか 15 
秒程度でした。RapidFire MS では、MS 
取り込みの開始/停止に関係する遅延時間を
排除するために、サンプルセットごとに 1 つの
データファイルを取り込み、取り込み後に解析
しています。図 3 は、1 セット 24 回繰り返し
注入における 3 台すべての RapidFire ポンプ
の圧力を、1 つのファイルにまとめて示したも
のです。各ポンプにおいて、圧力のピークと谷
は一定で、範囲は 0.5～ 10 MPa の間であり、
安定したメソッドとなりました。 

図 3. 24 回繰り返し注入における 3 台の RapidFire ポンプの重ね表示
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図 4. 24 回注入におけるポンプ圧力のトレース。良好な再現性を示しています。

スループットと再現性 – 高速 LC
高速 LC メソッドのスループットは、グラ
ジエントプログラム（約 35 秒、次回の
サンプル吸引の時間内に平衡化）と MS 
取り込みの停止/開始（約 5 秒）を合わせて
算出しており、サンプルあたり 40 秒でした。

図 4 は、24 回注入のポンプ圧力のトレースを
重ねて表示したものです。トレースは重なり
合っており、グラジエントの再現性が良好であ
ることを示しています。
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脱塩とシグナル強度
図 5 は、RapidFire メソッド（黒）と高速 LC 
メソッド（赤）で取り込んだ、未精製の 18、
40、60、80、100 mer オリゴのデコンボリュー
トしたスペクトルを示しています。図 5A は、
各スペクトルの最大ピークでスケーリングした
データを表しており、高速 LC より RapidFire 
メソッドの方が塩付加物が少なくなりました。
これは +22（Na）と +38（K）Da のピーク強
度に顕著に現れています。各スペクトルにお
いて、ターゲットピークに対する付加物の相対
パーセントを青色で示しています。RapidFire 

メソッドによる脱塩の効率が非常に高くなっ
ているのは、4 µL ベッドボリュームカートリッ
ジの 6 秒の状態 2（「実験」を参照）によるも
のであり、結果的に 15 カートリッジボリュー
ムの洗浄が実施されます。図 5B は上と同じ
データを示していますが、各オリゴサイズの Y-
軸をリンクさせています。絶対ピーク高さを
比較してみると、RapidFire メソッドの強度に
比べて高速 LC メソッドではターゲット MS シ
グナルのアバンダンスが低くなっており、これ
をオリゴごとに緑色で示しています。高速 LC 
の分離特性（図 7 を参照）は、イオン抑制を

低減させ、それによってシグナルを増大させ
ることができるにもかかわらず、高速 LC の
方がシグナルが低くなっているのは、高いポ
ンプ流量（RapidFire の 0.6 mL/min に対
して 1.75 mL/min）、高速な取り込みレート
（RapidFire の 4 スペクトル/秒に対して 10 
スペクトル/秒）、および効率の低い脱塩が組
み合わさった結果です。 

18merA

B

40mer 60mer 80mer 100mer

18mer 40mer 60mer 80mer 100mer

各スペクトルの最大ピークでスケーリング。ターゲットピークを基準にした、塩付加物のパーセントを青色で示しています。

Y-軸をリンクさせた場合。各オリゴサイズのターゲットピークの強度を緑色で示しています。

14% 13% 13% 14% 12%

25% 25% 24% 27% 39%

100% 100% 100% 100% 100%

80% 28% 55% 31% 25%

RapidFire

高速 LC

RapidFire

高速 LC

図 5. RapidFire および高速 LC メソッドで取り込んだ、未精製オリゴのデコンボリュートしたスペクトル
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オリゴのリテンション – RapidFire
2 つのメソッドによるオリゴの分離を評価する
ために、長さ 18～ 100 mer の範囲の 19 種
類の異なる DNA および RNA サンプルを測定
しました。RapidFire メソッドでは、すべての
オリゴが同じリテンションタイムでカートリッジ
から溶出しました。この結果は、RapidFire が、
担体量が少ない（4 µL）カートリッジを使用
して、低有機溶媒条件から高有機溶媒条件へ
即座に切り替え（バルブにより）、分析対象物
とカートリッジの相互作用を最小限に抑えつ
つ逆方向に溶出することにより、吸着を抑制
するように特別に設計されているためと考え
られます。図 6 は、19 種類のサンプルすべて
のトータルイオンクロマトグラム（TIC）を重
ねて表示したものです。

オリゴのリテンション – 高速 LC
RapidFire メソッドとは対照的に、高速 LC メ
ソッドでは、リテンションタイムが分布してい
ることがわかりました。図 7A は、長さ 18～
100 mer の 19 種類の異なる DNA および 
RNA サンプルの TIC を重ねて表示したもの
です。これらのサンプルでは、リテンションタイ
ムは、7 秒の時間範囲内で分布していました。
図 7B は、単一の溶液として注入された 20、
40、60、80、100 mer の抽出イオンクロマト
グラムを重ねて表示したものであり、クロマト
グラフィーと質量情報を組み合わせることで、
これらの生成物が分離されていることを示し
ています。 

サイズが近い 2 つのオリゴを分離して、個別
のデコンボリューション結果を生成するという
高速 LC メソッドの能力を評価するために、18 
mer と 20 mer の 1:1 混合物を分析しまし
た。図 7C に TIC を示していますが、これはソ
フトウェアが個別に積分して生成したオリゴの
ピークを表しています。図 7D は、最終的にデ
コンボリュートしたスペクトルを示しており、2 
つの種とそれぞれの不純物を表しています。こ
の分離は、グラジエントプログラムに少し変更
を加えるだけで、簡単に改善できます（示し
ていません）。

図 6. 19 種類のサンプルの TIC。RapidFire メソッド
では、すべてのオリゴのリテンションタイムが同じ 
でした。
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図 7. (A) 高速 LC メソッドでの分布している RT。(B) オリゴ混合物の EIC の重ね表示。(C) 高速 LC による  
18 mer と 20 mer の分離。(D) デコンボリュートしたスペクトル。オリゴ分離により、データ解析が簡略化できる 
様子を示しています。
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低アバンダンス不純物の分析
オリゴのハイスループット純度評価を実施す
るには、単一の分離ピークから生成物を質量
分離します。たいていの場合、多くの低アバ
ンダンス不純物は、高アバンダンスターゲット
と共溶出しており、MS 測定では、広いダイ
ナミックレンジと、複雑なスペクトルをデコン
ボリュートできるソフトウェアが不可欠になり
ます。主生成物と同じ分離ピークでの低アバ
ンダンス不純物の検出について評価するため
に、RapidFire メソッドを使用して、100 mer 
ガイド RNA を分析しました。図 8 は、クロ
マトグラフィー分離がゼロであるにもかかわ
らず、デコンボリューション結果は 100 mer 
RNA と多数の不純物が得られていることを示
しており、その多くの相対面積は約 0.5 % と
低い値です。予想していたとおり、このダイナ
ミックレンジは、分離/低スループットメソッド
によりさらに向上しました（データは示してい
ません）。

結論

 – RapidFire TOF と高速 LC TOF の両方の
メソッドにおいて、再現性が高く、高品質の
合成オリゴ測定データが生成されました。

 – RapidFire メソッドでは、サンプルあたり 
15 秒のスループット（1 時間あたり 240 
サンプル、1 日あたり 5,760 サンプル）を
維持し、高速 LC メソッドでは、サンプルあ
たり 40 秒のスループット（1 時間あたり 
90 サンプル、1 日あたり 2,160 サンプル）
を維持しました。
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図 8. 低アバンダンス不純物を示すデコンボリューション

 – RapidFire メソッドは、高速 LC より高い
効率でオリゴを脱塩しており、オリゴのサ
イズが大きくなるにつれて、塩付加体の強
度は約 1/2～ 1/3 になりました。

 – 高速 LC メソッドでのターゲットシグナル
強度は RapidFire より低く、オリゴのサイ
ズが大きくなるにつれて、80 % から 25 % 
に低下しました。

 – 高速 LC メソッドに少し変更を加え、スルー
プットを若干低く抑えることで、性能がさ
らに向上しました。

 – 高速 LC メソッドでは、オリゴ種をある程
度分離することができ、この特性により、
混合物のデータ解析を簡略化することが
でき、アプリケーションのスループットと分
離ニーズのバランスをとるように調整する
こともできました。

 – 両方のハイスループットシステムが、分離
よりも速度を重視したアプローチであるに
もかかわらず、大量の低アバンダンス不純
物を検出できました。MS による質量分離
により、オリゴの分析に必要となる優れた
データを取得しました。
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