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概要

100 ヌクレオチド未満の合成オリゴヌクレオチドは通常、高速液体クロマトグラフィー（HPLC）を使用
して分析・精製されます。選択性をさらに向上させるには多くの場合、質量選択検出器（MSD）が用
いられますが、この手法には、ヘキサフルオロイソプロパノール（HFIP）などの高純度で高価な試薬が
必要とされます。このアプリケーションノートでは、ジブチルアミン（DBA）とトリス（ヒドロキシメチル）
アミノメタン（TRIS）に基づく精製メソッドについて説明します。このメソッドでは、MSD シグナルによっ
てトリガーされるフラクションコレクションも可能です。ソフトウェアサポートと、表面多孔質粒子が充填
された Agilent AdvanceBio オリゴヌクレオチドカラムを用いることで、従来のメソッドと比較してター
ゲット化合物をより迅速かつ高純度で収集できました。 

分取用 HPLC/MS とソフトウェアサポートを
用いたオリゴヌクレオチドの高速かつ 
選択的な精製
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はじめに

近年、アプタマー、ガイド RNA、低分子干渉 
RNA、アンチセンスオリゴヌクレオチドなどの
合成オリゴヌクレオチド（ON）が、ライフサイ
エンスや診断研究で注目されるようになって
きました。これらの分子は通常、100 ヌクレ
オチド未満の鎖長を示すため、イオンペア逆
相（IP-RP）HPLC を使用して分析できます。
この技術は ON の精製にも効果的に適用され
ています。1質量選択検出器（MSD）を用い
て分析感度を高めたい場合、トリエチルアミ
ン（TEA）および HFIP が標準的なイオンペ
ア試薬として使用されます。ただしメソッドを
分取条件にスケールアップする場合、高価な 
HFIP が大量に必要となり、これが制約になる
可能性があります。

このアプリケーションノートでは、イオンペアリ
ングと pH 調整に DBA と TRIS を使用する分
取精製メソッドを紹介します。DBA は短鎖 ON 
で TEA よりも高い分解能を実現できることが
既に示されており 2、同時に TRIS が高価な 
HFIP の代替として機能します。

実験方法

装置構成
実験はすべて、次に示すモジュールで構成さ
れた Agilent 1290 Infinity II 自動スケール
アップ 分取 LC/MSD システムで実施しました。

 – Agilent 1290 Infinity II 分取バイナリポンプ
（G7161B）

 – Agilent 1260 Infinity II クォータナリポンプ
（G7111B）、アクティブシール洗浄およ
びアクティブインレットバルブ付属（オプ
ション 030 および 032）

 – Agilent 1290 Infinity II 分取 Open-Bed 
サンプラ/フラクションコレクタ（G7158B）、
5 mL 分取サンプルループ付属（オプション 
241）

 – Agilent 1260 Infinity II 多波長検出器
（G7165A）、0.3 mm 分取用フローセル
（オプション 084）付属

 – Agilent 1260 Infinity II ダイオードアレイ
検出器 WR（G7115A）、10 mm 標準フ
ローセル（オプション 018）付属

 – Agilent 1260 Infinity II 分取スケー
ル バルブベースフラクションコレクタ
（G7166A）

 – Agilent 1290 Infinity II MS フローモジュ
レータ（G7170B）

 – Agilent 1290 Infinity バルブドライブ
（G1170A）および 2 ポジション/14 ポート
バルブ（G4738A）

 – Agilent 1290 Infinity II 分取カラムコン
パートメント（G7163B）

 – Agilent 1260 Infinity II ディレイコイル
オーガナイザ（G9324A）、15 ～ 40 mL/分 
のディレイコイル付き（210）

 – Agilent LC/MSD XT（G6135B） 

カラム
 – 分析カラム：Agilent InfinityLab 

Poroshell HPH-C18、3.0 × 100 mm、
2.7 µm（部品番号 695975-502）

 – 分取カラム：Agilent AdvanceBio オリゴ
ヌクレオチド、21.2 × 150 mm、4 µm 
（部品番号 671150-702） 

ソフトウェア
 – LC および LC/MS システム用 Agilent 

OpenLab CDS ChemStation Edition、
Rev. C.01.10 [287] 以降

 – OpenLab ChemStation 用 Agilent 
Automated Purification ソフトウェア、
revision A.01.08 [043] 以降

試薬および溶媒
HPLC グレードのアセトニトリル（ACN）お
よびトリス（ヒドロキシメチル）アミノメタ
ン（TRIS）>99.9 %、分析グレードの塩
酸（37 %）、HPLC グレードのジブチルアミン
（DBA）、ヘキシルアミン（HA）は、VWR（ダ
ルムシュタット、ドイツ）から購入しました。 
分析グレードのヘキサフルオロイソプロパノー
ル（HFIP）は、Merck（ダルムシュタット、ドイ
ツ）から購入しました。超純水は、0.22 µm メ
ンブレンカートリッジ（Millipak Sigma、ダルム
シュタット、ドイツ）を装着した Milli-Q Integral 
システムで製造しました。 

サンプル
顧客から提供された長さ 30 ～ 50 塩基の 2 つ
の DNA ON サンプルを用いました。サンプル濃
度は、短い ON では 20 mM PBS 中 3.1 mM、
長い ON では水中 1.6 mM です。両方のサン
プルとも、希釈またはサンプル前処理なしで
注入しました。

精製を行う前に、両方のサンプルを HPLC/ 
MS 分離メソッド（HA/HFIP メソッド、表 1 を
参照）を使用して分析しました。このメソッド
は典型的な品質管理手順であり、合成された
製品の純度と精製に使用されるターゲット質
量が得られます。Automated Purification ソ
フトウェアにより最適化されたスケールアップを
実現するには、分析メソッドと分取メソッドで
同じ移動相とカラムケミストリーを使用する必
要があります。この目的のために、精製に高
価な HFIP 試薬を高流量で使用する必要のな
い別のメソッド（DBA-TRIS メソッド、表 2 を参
照）を適用しました。TRIS バッファは揮発性
ではないため、この 2 番目の方法は質量分析
には適合しません。それでも、アクティブスプ
リッタと揮発性メークアップ溶媒を使用して流
れのごく一部しか MSD に移送しないため、マ
スベースフラクションコレクションを使用でき
ます。
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100 ヌクレオチドまでの ON の分析には、
Agilent AdvanceBio オリゴヌクレオチドシ
リーズのカラムが最適です。これらのカラム
は、Agilent InfinityLab Poroshell 技 術 に
基づいており、高 pH（HPH）コーティングが
施された表面多孔質粒子（SPP）を用いて
いることが特徴です。高い pH と温度との適

表 1. 分析のクロマトグラフィー条件、HA/HFIP メソッド

メソッドの設定

パラメータ 分析

移動相
A）ヘキシルアミン 15 mM + HFIP 200 mM 水溶液（pH 約 8.3） 
B）メタノール

流量 0.8 mL/分

グラジエント

時間（分） %B 
0 50 
7 71 
8 100 
9 100 
9.5 50

ストップタイム 11 分

注入量 2 µL

サンプラメソッドのプリセット
プリセット 1：極性サンプルマトリックス 
180 µL ループ溶媒

温度 室温

UV 検出
260 nm 
データレート 10 Hz

MS 検出 ネガティブスキャン m/z 500～ 3,000

表 3. MSD スプレーチャンバとフラクションコレクションの設定

パラメータ 設定値

メークアップ溶媒 0.1 % ギ酸メタノール/水混合溶媒（70/30）

メークアップ流量 1.5 mL/分

イオン源 Agilent エレクトロスプレー（ESI）イオンソース

ネブライザ圧力 40 psig

ドライガス温度 350 ℃

ドライガス流量 13.0 L/分

キャピラリ電圧 -3,000 V

スキャン範囲 500 ～ 3,000 m/z

ターゲット質量（m/z）
短い ON：2,674.7、2,139.8 
長い ON：2,718.0、2,264.1

イオン種 [M-H]-、[M-2H]2-、[M-3H]3-

表 2. 分析および分取のクロマトグラフィー条件、DBA-TRIS メソッド

パラメータ 分析 分取

移動相
A） 7.5 % ACN を含む 75 mM DBA, Tris-HCl, pH 8.3 バッファー
B） 80 % ACN を含む 75 mM DBA, Tris-HCl, pH 8.3 バッファー

流量 0.8 mL/分 25 mL/分

グラジエント ソフトウェアの計算によるスカウティングおよびフォーカスグラジエント

注入量 2 µL 1,000 µL

サンプラメソッドのプリセット
プリセット 1：極性サンプルマトリックス 
180 µL ループ溶媒

プリセット 1：極性サンプルマトリックス 
800 µL ループ溶媒

温度 室温 室温

UV 検出
260 nm 
データレート 10 Hz

MS 検出
ネガティブスキャン  
m/z 500～ 3,000

ネガティブスキャン  
m/z 500～ 3,000 
EIC はターゲット質量に基づいてソフト 
ウェアによって選択

MSD に対するスプリット比 フルフロー
500:1（モード M1） 
12 分から 24 分までアクティブ

フラクションコレクション 該当せず

ピークベースのフラクションモード、
UV は MSD シグナルとの組み合わせ
（AND） 
UV スレッシュホールド：10 mAU 
UV アップスロープ：2 mAU/s 
UV ダウンスロープ：1 mAU/s 
MSD スレッシュホールド：2,000 cps

合性に加えて、AdvanceBio オリゴヌクレオ
チドカラムのすべてのバッチは、n/(n - 1) 分
離を達成するためにオリゴヌクレオチドの分
離のための品質管理を受けています。内径 
21.2 mm の分析スケールカラムと分取カラム
が AdvanceBio オリゴヌクレオチドファミリーに
追加されたことにより、高分解能分析メソッド

の分取条件への移行がより簡単になりました。
分析スケールと分取スケールの両方で同じ固
定相を使用できれば、メソッド調整の必要性が
低減され、メソッド移行の信頼性が高まります。
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結果と考察

両方の ON サンプルとも分析スケールでは、
HPLC/MS メソッドと 1290 Infinity II オート
スケール分取 LC システムの分析流路を使用
して正常に分離されました。最適化した 50 
～ 71 %B のグラジエントにより、不完全な 
ON フラグメントから全長生成物（FLP）が分
離されました。図 1 は、短い ON 分離の UV 
クロマトグラムと TIC を示したものです。長い 
ON 分離は図 2 に示します。長い ON は、短い 
ON よりも純度が低いように見えます。そうで
はありますが、両方のサンプルともその分離
は、それぞれの FLP の同定には十分なもので
した。これらの分析での分離に基づいて、FLP 
の溶出時の質量スペクトルを抽出しました。
OpenLab ChemStation のデコンボリュー
ション ツールを用いて FLP の分子量を計算
し、スペクトル内のシグナルを電荷数と結び付
けました（図 3 および図 4）。同定された多価
イオンを用いて、分取でフラクションコレクショ
ンをトリガーすることができます。

2 つの ON を精製するために、DBA をイオ
ンペア試薬、TRIS をバッファとして含む移動
相を使用するようにメソッドを変更しました。
TRIS は MS に適応性がありませんが、分取
で MSD シグナルを用いてターゲット ON を
検出・収集することができました。これは、全
体のフローをアクティブにスプリットし、MS 互
換性のあるメークアップ溶媒を使用してスプ
リットフローを MS に流すことによって実現し
ました。流速は、分取カラムの内径と粒子サ
イズが大きくなったことを反映させて調整し、
25 mL/分としました。グラジエントも変更し
ました。Automated Purificationソフトウェア
を用いて、分析スカウティング用のリニアグラ
ジエントを作成しました。同様に、分析結果の
ターゲットピークの選択に基づいて、分離を
最適化するフォーカス分取グラジエントをソフト
ウェアによって計算しました。

図 1. HA/HFIP と最適化されたグラジエントを使用した短い ON の分離
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図 2. HA/HFIP と最適化されたグラジエントを使用した長い ON の分離
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図 3. デコンボリューションで計算した短い ON のスペクトルと多価イオン（A：電荷数）。FLP の計算分子量は 10,704 Da でした。フラクショントリガーとして使用するイオンは、
太字で強調表示されています。
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図 4. デコンボリューションで計算した長い ON のスペクトルと多価イオン（A：電荷数）。FLP の計算分子量は 13,592 Da でした。フラクショントリガーとして使用するイオンは、
太字で強調表示されています。 
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DBA/TRIS 分離の分析クロマトグラムを図 5  
および 図 6 に示します。分析グラジエントの
目的は、最高の分解能を実現することではな
く、ターゲットピークのリテンションタイムにお
ける溶媒条件を決定することであることに注
意してください。この計算を開始するには、ク
ロマトグラムでピークを選択し、Assign As 
Target をクリックします。すると Automated 
Purification ソフトウェアは、ターゲットピー
クの溶出点を計算するだけでなく、ターゲット
の分離を最適化するための全グラジエントを
生成します。このグラジエントは微調整できま
す。例えば、ターゲットをフォーカスグラジエ
ントの中央で溶出させるか、それとも最後に
溶出させるかを制御して、早期に溶出させる
不純物により多くの時間を与えることもできま
す。短い ON を精製するために適用したグラ
ジエントを、図 7 に示します。
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図 5. DBA/TRIS とジェネリックグラジエントを使用した短い ON の分離。FLP は青色で強調表示されています。
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図 6. DBA/TRIS とジェネリックグラジエントを使用した長い ON の分離。FLP は青色で強調表示されています。
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フォーカスグラジエントを用いて精製分析を開
始する前に、フラクションコレクションをトリ
ガーするターゲット質量を定義する必要があ
ります。ON ごとに 2 つのターゲット質量を選
択しました。これらは、短い ON では [M-4H]4- 
と [M-5H]5- に対応し、長い ON では [M-5H]5- 
と [M-6H]6- に対応します（図 3 および図 4 
を参照）。2 価および 3 価のターゲット質量
による自動トリガーをアクティブにすることに
より、コレクションは短い ON では [M-8H]8-、
[M-10H]10-、[M-12H]12-、および [M-15H]15- 
で、長い ON では [M-10H]10-、[M-12H]12-、
[M-15H]15-、[M-18H]18- でもトリガーされます。
図 8 に短い ON の分取分離とフラクションコ
レクションを示します。8 つのタイムスライス
がコレクションされ、MSD シグナルによって
正常にトリガーされています。UV シグナルと
の重ね表示（フラクションの目盛りはディレイ
タイムにより補正）は、MSD による選択性の
向上を示しています。フラクションのトリガー
に UV シグナルのみを使用していたら、コレク
ションの開始が早すぎて、多くの不純物がコレ
クションされてしまったことになります。MSD 
シグナルに基づいてトリガーすると、スクリー
ニングやプール、乾燥フラクションの数が減少
し、より純度の高い分画が得られ、全体的な
精製プロセスが高速化されます。長い ON の
精製分析でも同様の結果が得られ、この場合 
10 個のフラクションスライスでコレクションが
行われました（図示せず）。コレクションを、
事前定義された時間または量のスライスに分
離することにより、単一の分画を再分析して製
品を含む分画をプールすれば、純度要件を満た
すことができます。 3

図 7. ファインチューニングのオプションを使用して、短い ON に対して計算されたフォーカスグラジエントプロファイル

図 8. DBA/TRIS とフォーカスグラジエントを使用した短い ON の分取精製分析。緑色の線は、フラクションコレク
ションのタイムスライスを表します。
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図 9. 短い ON の精製分析で収集された 8 つのフラクションの分析のクロマトグラム重ね表示

min0 2 4 6 8 10

mAU

0

20

40

60

80

100

120

UV 260 nm短い ON の精製分析中に収集された 8 つのス
ライスのフラクションの再分析結果を図 9 に
示します。第 1 のスライス（青色のトレース）
には不純物が含まれていますが、これはピー
クの割れで確認できます。他のスライスはすべ
て純度が 99 % を超えており、最終製品プー
ルに使用できます。長い ON の精製分析中に
収集された 10 個のスライスも同様に再分析
を行い、同様の図が得られました。最初のスラ
イスは不純物で部分的に汚染されていました
が、他のスライスの純度は 99 % を超えていま
した（図示せず）。製品の回収率を最大にす
るには、より短い時間間隔でスライスを増やし
て収集することが考えられます。定量再分析
メソッドを適用する場合、純度と製品含有量を
一覧表示するプーリング表を作成し、特定の
純度要件の収量を最大化するために使用でき
ます。 3

結論

30 ～ 50 ヌクレオチドの 2 つの ON サンプル
に対して分取 HPLC を使用し、MSD シグナル
でトリガーするフラクションコレクションにより
精製を実現しました。両方のサンプルを、MS 
互換メソッド（HA/HFIP）を使用して分析し、
フラクションコレクションを選択的にトリガー
するのに必要な質量スペクトルを得ました。 
分取精製には、高価な HFIP 試薬を使用せず
に、DBA/TRIS を使用する別のメソッドを使
用しました。TRIS は MS に対応していませ
んが、MSD へのスプリットフロー中で適切な
メークアップ溶媒を使用することより、高い選
択性と信頼性のあるマスベースのフラクション
コレクションが可能になりました。Automated 
Purification ソフトウェアを用いて、ジェネリッ
ク分析グラジエントを最適化されたフォーカス

グラジエントに変換して分取を短縮し、純粋な
化合物をより迅速に取得しました。両方の ON 
ともフラクションスライスを正常に収集し、純
度要件を満たすフラクションの再分析と選択的
プールに成功しました。分析はすべて、Agilent 
AdvanceBio オリゴヌクレオチドカラムを使用
して実施しました。このカラムを用いれば、分
析アプリケーションから分取アプリケーション
へのスケールアップが迅速かつ簡単に実現で
きます。
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