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要約

このアプリケーションノートでは、⾮修飾オリゴヌクレオチドおよび⼤幅に修飾されたオリゴヌクレオチドの質量確認

のためのコンプライアンス対応 LC-MS ⾃動ワークフローを説明しています。

アプリケーションのメリット

⾮修飾オリゴヌクレオチドおよび⼤幅に修飾されたオリゴヌクレオチドの質量確認のためのコンプライアンス対応 

LC-MS ⾃動ワークフロー

■

waters_connect に組み込まれた Bayes Spray による、⼤幅に修飾されたオリゴヌクレオチドのチャージデコンボ

リューションの正確な結果

■

はじめに
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近年、低分⼦医薬品およびタンパク質医薬品の有⼒な代替品として、オリゴヌクレオチド医薬品が注⽬を集めています
1。 オリゴヌクレオチド医薬品の製造および品質管理には、⾮常に選択性および感度の⾼い LC-MS 分析法が求められま

す。質量分析ベースのオリゴヌクレオチド分析に最も多く使われている分析法は、様々なイオン対試薬およびモディフ

ァイヤーを使⽤したネガティブ ESI-MS モードの逆相クロマトグラフィーでした。近年では、四重極および QTof LC-

MS プラットホームに、オリゴヌクレオチド分析⽤の統合 LC-MS ワークフローが導⼊されてきています2-4。

図 1 に⽰す BioAccord LC-MS システムは、バイオ医薬品ルーチン分析のための、⼩型で頑健性が⾼く、使いやすいプ

ラットホームとして 2019 年に発表されました。完全統合型の BioAccord LC-MS システムは、図 1 に⽰すように、

ACQUITY UPLC I-Class PLUS システム、可変 UV（TUV）検出器、および ESI-Tof ベースの ACQUITY RDa 質量検出器

で構成されています。最近では、BioAccord システムを使⽤した、オリゴヌクレオチドのための合理化されたコンプラ

イアンス対応ワークフローが導⼊されました5。最近発表されたコンプライアンス対応インフォマティクスプラットホ

ームである waters_connect には、データ取り込みおよび解析の両⽅の機能が組み込まれています。
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図 1. BioAccord LC-MS プラットホーム

ここでは、⼤幅に修飾されたオリゴヌクレオチドの分析における LC-MS プラットホームの機能を評価しました。通常

の（⾮修飾）オリゴヌクレオチドとは異なり、LC-MS を⽤いた修飾オリゴヌクレオチドの特性解析は難題を伴う場合が

あります。これは、疎⽔性が⾼く、有機溶媒への溶解度が低く、エレクトロスプレー質量分析でのレスポンスが低いた

めです。この実験では、いくつかのクラスのオリゴヌクレオチド修飾を調査しました。標準の 2.1 × 50 mm C18 

OST（Oligonucleotide Separation Technology）カラムを装備した、同⼀の LC-MS システムと、同⼀の移動相（「

実験⽅法」セクションを参照）を使⽤して、すべてのオリゴヌクレオチドについてイオン対 RP 分析を⾏いました。分

析したオリゴヌクレオチド混合液には、⾮修飾オリゴヌクレオチド配列（「CTRL」（対照）とラベル）と、1〜3 種の

⼤幅に修飾されたオリゴヌクレオチド（「TEST」化合物とラベル）が含まれています。このアプリケーションノート

に⽰す LC-MS データはすべて、フルスキャン MS モードで取り込み、waters_connect で解析しました。各化合物の

オリゴヌクレオチドのインタクト質量測定値を得るために、⾮修飾オリゴヌクレオチドおよび修飾オリゴヌクレオチド

の ESI-MS スペクトルの組み合わせを使⽤して、スペクトルのデコンボリューションを同時に⾏いました。
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実験⽅法

試薬およびサンプル前処理

トリエチルアミン（TEA、純度 99.5%、カタログ番号 65897-50ML）およびメタノール（LC-MS グレード、カタログ番

号 34966-1L）は Honeywell（Charlotte、NC）から⼊⼿し、1,1,1,3,3,3-ヘキサフルオロ-2-プロパノール（HFIP、純度 

99%、カタログ番号 105228-100G）は Sigma Aldrich（St Louis、MO）から購⼊しました。HPLC グレードの脱イオン

⽔（DI）は、MilliQ システム（Millipore, Bedford, MA）を使⽤して精製しました。移動相は試験⽇に新たに調製し、

使⽤しました。7 種の異なるオリゴヌクレオチド修飾を調査しました。各オリゴヌクレオチド配列の詳細については、

「結果および考察」セクションを参照してください。修飾オリゴヌクレオチド（「TEST」化合物とラベル）に加えて、

同⼀配列の⾮修飾オリゴヌクレオチド（CTRL 化合物とラベル）を、同⼀のオリゴヌクレオチドメーカー（ATDBio、

Southhampton、UK）から購⼊しました。TEST オリゴヌクレオチドおよび CTRL オリゴヌクレオチドのサンプルを、

濃度 1 µM になるように同じサンプルバイアル中に脱イオン⽔で溶解し、そのうち 10 µL を注⼊しました。 

LC-MS システム

ACQUITY RDa 質量検出器、ACQUITY UPLC I-Class PLUS、および ACQUITY UPLC TUV 検出器を統合した BioAccord 

システム

LC 条件

カラム： OST カラム、2.1 × 

50 mm、1.7 μm C18 

粒⼦を充塡（製品番

号：186003949）

カラム温度： 60 ℃ または 75 

℃（「結果および考

察」セクションを参

照）

流速： 300 μL/分

溶媒 A：80 mM 

HFIP（ヘキサフルオ

移動相：
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ロイソプロパノール

）、7 mM TEA（ト

リエチルアミン）含

有脱イオン⽔

溶媒 B：40 mM 

HFIP、3.5 mM TEA 

含有 50% メタノー

ル/50% 脱イオン⽔

グラジエントテーブ

ル：

それぞれのオリゴヌ

クレオチドの修飾に

ついて最適化したグ

ラジエント条件は、

「結果および考察」

セクションに記載し

ています。

サンプル温度： 6 ℃

サンプルバイアル： QuanRecovery Max 

Peak、300 µL バイ

アル（製品番号

：186009186）

注⼊量： 10 µL

洗浄溶媒： 50% メタノール

サンプルマネージャ

ー洗浄溶媒：

50% メタノール

シール洗浄溶媒： 20% アセトニトリル

含有脱イオン⽔
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MS 条件

イオン化モード： ESI (-)

キャピラリー電圧： 0.8 kV

コーン電圧： 40 V

ソース温度： 120 ℃

脱溶媒温度： 400 ℃

脱溶媒ガス（N2）圧⼒： 6.5 bar

ToF 質量範囲： 400〜5000

取り込み速度： 2 Hz

ロックマス： waters_connect ロックマス溶液

（製品番号：186009298）

IDC 設定： オン

データ取り込みおよび解析ソフト

ウェア：

waters_connect

結果および考察

オリゴヌクレオチド医薬品の多くには、⾃然界に存在するヌクレアーゼによる分解に対する耐性を与えるために、化学

修飾したヌクレオチドが含まれています。化学修飾には主に、バックボーン、糖、核酸塩基の修飾の 3 種類が認められ

ます。オリゴヌクレオチド医薬品の⼤半は、バックボーンおよび糖基が修飾されていますが、分⼦診断に使⽤するオリ

ゴヌクレオチドの場合は核酸塩基の修飾が最も望ましいターゲットとなります。この試験では、⼀般的な 7 種の修飾オ

リゴヌクレオチド、すなわち 2'-O-メトキシエチル（2'-MOE）、N-アセチルガラクトサミン（GalNac）、2'-O-メチル
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（OMe）、2'-フッ素（F）、ホスホロチオエート（PPT）、6-フルオレセインアミダイト（FAM）、並びにロック核酸

（LNA）の構造を分析しました。科学⽂献では、ホスホロチオエート化オリゴヌクレオチドには PS という略語が⼀般

的に使⽤されていますが、このアプリケーションノートおよび waters_connect の化合物で⽤いられる同位体モデルで

は PPT という略語を使⽤しています。図 2 に、オリゴヌクレオチド化学構造に結合した官能基 R1、R2、R3 を介した

修飾部位を図⽰します。⼀般に R1 とラベルされるこれらの官能基のうち 3 つは、製薬業界で通常使⽤されている修飾

であり、リボース構造の 2' 位に導⼊します。他の 2 つの修飾（R3：GalNac または FAM）は、オリゴヌクレオチドの 

5'-末端に結合している典型的な基として選択しました。最後に、バックボーン（PPT、R3）またはリボース部分（

LNA）の 2 種の修飾も調査しました。全体として、これら 7 種の異なる修飾により、製薬業界で現在使⽤されている、

広範囲の最も⼀般的な修飾がカバーされます。

図 2. この実験で調査した 6 種の修飾を⽰すオリゴヌクレオチドの化学構造。更に、2' 位と 4' 位を結合する余分のメチ

レン基を含む LNA（ロック核酸）構造を含むオリゴヌクレオチド構造も分析しました。

最初に分析したオリゴヌクレオチドサンプルは、20 mer の⾮修飾オリゴヌクレオチド（配列 5'-GCC TCA GTC TGC 

TTC CAC CT-3'、Oligo1 CTRL とラベル）と 2 つの修飾オリゴヌクレオチドの 3 成分からなる混合液でした。最初の修

飾オリゴヌクレオチドは、Oligo1 CTRL の 5' 末端に C3 リンカーを介して結合した GalNAc 修飾を含んでいました（

Oligo 1 GalNAc とラベル）。2 つ⽬の修飾オリゴヌクレオチド（21 mer、Oligo1 TEST とラベル）は、元の配列由来

の 8 つの⾮修飾ヌクレオチドと、13 の修飾ヌクレオチドで構成されています。これらの修飾には、6 つのシチジン（
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C）、2 つのグアノシン（G）、1 つのアデノシン（A）、1 つの 5-Me ウラシル（5-Me U）、3 つの 5-Me デオキシシチ

ジン（dC）修飾による、2'-MOE 修飾が含まれます。表 I に、各 Oligo1 オリゴヌクレオチドの配列の詳細と、元素組

成、平均質量計算値、および各インタクト質量測定で記録された質量の正確度を⽰します。オリゴヌクレオチド医薬品

への GalNAc 基の結合は、修飾オリゴヌクレオチドの細胞膜透過能を⾼めるために⼀般的に使⽤されています1。 アン

チセンスオリゴヌクレオチド（ASO）、アプタマー、siRNA オリゴヌクレオチドでは、ヌクレアーゼによる分解に対す

る耐性を⾼め、⾮特異的タンパク質結合を減らし、標的の相補 DNA への結合親和性を⾼めるために、2'-MOE 誘導体化

が⼀般的に使⽤されます1。 図 3A に、3 つのオリゴヌクレオチドの混合液の分離（最初の 5 分間に溶離液 B の 

10〜30% のグラジエント、続いて 4.9 分かけて 30〜60% の B のリニアグラジエントを使⽤）が記録された UV クロマ

トグラムと TIC のクロマトグラムを⽰します。混合液に含まれる 3 つの Oligo1 化合物の ESI-MS スペクトルを図 3B に

⽰します。すべてのスペクトルにおいて、観察されたチャージ状態は⼆峰性の分布を⽰し、各オリゴについて、低チャ

ージ状態（-3〜-5）および⾼チャージ状態（-6〜-10）の 2 つの明瞭な最⼤値が認められました。このスペクトルの特

徴は、修飾オリゴヌクレオチドおよび⾮修飾オリゴヌクレオチドのイオン対逆相分離に典型的に⾒られるものであり、

デコンボリューションにおいて、広い質量範囲（m/z = 600〜3,000）と⽐較的多数のチャージ状態（6〜12）が得られ

ました。標準的なオリゴヌクレオチド同位体モデルを⽤いた waters_connect ソフトウェアの Bayes Spray デコンボ

リューションアルゴリズム 6 を使⽤して、3 つのオリゴヌクレオチドすべての ESI-MS スペクトルの組み合わせを⾃動

解析し、その結果を図 3B のスクリーンショットに⽰します。分析した成分すべてについて、修飾の有無およびサイズ

にかかわらず、誤差 15 ppm 以内の質量の正確度が達成でき、迅速かつ正確なインタクト質量確認が⾏えました。

表 I. この実験で分析した修飾化合物、被修飾化合物のオリゴヌクレオチド配列と、BioAccord LC-MS プラットホームで

対応するインタクト質量を測定して得られた保持時間、元素式、予測される正確な平均質量および質量の正確度 

注：ホスホロチオエート化オリゴヌクレオチドに⼀般的に使⽤される略語は PS ですが、このアプリケーションノート

では、PPT という略語を使⽤しています。

8BioAccord LC-MS システムを⽤いた、⼤幅に修飾された様々なオリゴヌクレオチドのインタクト質量確認分析



図 3.（A）Oligo1 混合物の分離を⽰す TUV クロマトグラムおよび TIC クロマトグラム。（B）Oligo1 混合物の 3 成分
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が記録されている ESI-MS スペクトル。挿⼊図に、3 つの ESI-MS スペクトルを解析した後に得られた waters_connect 

の結果を⽰します。3 つの化合物すべてで得られた質量誤差は 15 ppm 以内でした。 

BioAccord LC-MS プラットホームで分析した 2 つ⽬のオリゴヌクレオチド混合液には、2 種の 28 mer のオリゴヌクレ

オチドが含まれていました。⾮修飾オリゴヌクレオチド（配列 5'-CGG AAT CAG TGA ATG CTT ATA CAT CCG T-3'）は

「Oligo2 CTRL」とラベルしています。他⽅の成分には、「Oligo2 TEST」とラベルした⼤幅に修飾されたオリゴヌク

レオチドで、27 の修飾ヌクレオチドが含まれています。Oligo2 TEST の 5' 末端に結合した 6-フルオレセインアミダイ

ト（FAM）基に加えて、核酸塩基の 2' 位に 2 つの⼀般的な修飾（2'-O-メチル（2'-Ome）または 2'-フッ素）が取り込

まれています。オリゴヌクレオチド構造の詳細を、表 I および図 4B に⽰します。これには、8 つの 2'-Ome アデノシ

ン、6 つの 2'-OMe グアノシン、6 つの 2'-F シトシン、7 つの 2'-F ウリジンが含まれます。
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図 4.（A）Oligo2 ヌクレオチドの分離を⽰す TUV クロマトグラム および TIC クロマトグラム。（B）Oligo2 混合物の
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両成分が記録された ESI-MS スペクトル。挿⼊図のスクリーンショットに waters_connect の解析結果を⽰します。両

化合物について得られた質量誤差は 15 ppm 以内でした。

つまり、すべての C および U ヌクレオチドが 2'F 修飾され、すべての G および A ヌクレオチドが 2'-OMe 修飾されて

います。唯⼀の⾮修飾ヌクレオチドは、3'-末端に位置する逆位のデオキシチミジンです。Oligo2 TEST 化合物は、FDA 

により 2004 年に承認され、OSI Pharmaceuticals および Pfizer が販売している医薬品ペガプタニブ（マクジェン）の

アナログです。ペガプタニブには 5'-末端修飾された PEG が含まれており、Oligo2 TEST オリゴヌクレオチドには 5'-

FAM 修飾があります。様々なオリゴヌクレオチド基質を⽤いるリアルタイム PCR アプリケーションには、6-FAM 抱合

体が⼀般的に使⽤されます。医薬品および診断アプリケーション⽤に開発された 2'-OMe および 2'-F 核酸塩基はいずれ

も、ヌクレオシドに分解耐性を与え、ターゲットに対してより速く基質を結合させるために、オリゴヌクレオチドに頻

繁に使⽤されます1。 更に、それらの医薬品アナログにおいて、いずれの修飾も良好な安全性プロファイルと関連して

います1。図 4A の UV クロマトグラムおよび TIC クロマトグラムに⽰すように、Oligo2 混合物は OST カラムでの分離

は容易でした。図 4B に⽰すように、対応する ESI-MS スペクトルは、50-mer 未満のオリゴヌクレオチドで観察された

⼀般的な⼆峰性のチャージ状態の分布に従っています。waters_connect によるデータセットの解析結果を、図 4B の

スクリーンショットに⽰し、表 I にまとめています。過去の例（表 I より）からわかるように、⾮修飾オリゴヌクレオ

チドと修飾オリゴヌクレオチドの分析で得られた質量誤差は 15 ppm 以内でした。

別の実験において、同⼀の BioAccord プラットホームで、密接に関連した構造を持つ 4 種の 16 mer の混合物を分析し

ました。1 つのオリゴヌクレオチド対には、⾮修飾配列 5'-TGG CAA GCA TCC TGT A-3'（Oligo3 CTRLとラベル）およ

び同⼀配列の完全にホスホロチオエート化（PPT）された誘導体（Oligo3 PPT CTRLとラベル）が含まれていました。

ホスホロチオエート化オリゴヌクレオチドに⼀般的に使⽤される略語は PS ですが、このアプリケーションノートでは

、PPT という略語を使⽤しています。2 つ⽬のオリゴヌクレオチド対には、いくつかのロック核酸（LNA）構造を有す

る修飾された 16 mer（Oligo3 TEST）および対応する完全にホスホロチオエート化された誘導体（5'-T*G*G* C*A*A* 

G*C*A* T*C*C* T*G*T* A*-3'、「Oligo3 PPT TEST」とラベル）が含まれていました。表 I に、4 つのオリゴヌクレオ

チドすべての完全な配列と、元素式、予測される正確な平均分⼦量を⽰します。最初に導⼊されたオリゴヌクレオチド

のバックボーン修飾のひとつに、リン酸バックボーンの酸素原⼦を硫⻩に置換したホスホロチオエート化オリゴヌクレ

オチドがあります。この修飾により、ヌクレアーゼによる ASO 基質への分解に対する耐性が⼤幅に⾼まり1、組織から

の医薬品アナログ消失の半減期が⻑くなります。ASO の LNA 配座異性体は、特定の DNA/RNA ターゲットに対して⽐

類のない結合親和性を⽰すことが知られています1。このオリゴヌクレオチド混合液を、溶離液 B の 3 分間で 20〜28% 

のリニアグラジエントに続いて、B の 3 分間で 28〜30% の浅いグラジエント、そして 2 分間の固定の移動相組成

（6〜8 分に 30 % B を設定）を使⽤して最適化したグラジエント分離により分離しました。図 5 の UV クロマトグラム

および TIC クロマトグラムにより、いずれの PPT オリゴヌクレオチド（Oligo3 PPT CTRL および Oligo3 PPT TEST）

の場合も、⾮ PPT アナログ（Oligo3 CTRL および Oligo3 TEST）と⽐較して、かなり幅広いクロマトグラフィーピー

クが得られたことがわかります。その理由は、リン酸バックボーンの酸素を硫⻩に置換した後に存在する複数のジアス
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テレオマー構造によるものと考えられます。図 5B および 5C に、すべての Oligo3 成分について記録された対応する 

ESI-MS スペクトルを、⽐較のために並べて⽰します。硫⻩同位体に固有の含有量の分布のため、正確なデコンボリュ

ーション結果を得るためには、PPT 分⼦について⽣成されたデータのチャージデコンボリューションには、⾮ PPT オ

リゴヌクレオチドで使⽤した同位体モデルとは別の同位体モデルを使⽤する必要があります。PPT オリゴ同位体モデル

では、天然の硫⻩同位体含有量を考慮しており、実験データと⼀致しています。通常のオリゴ同位体モデルまたは PPT 

オリゴ同位体モデルのいずれかを使⽤し、Waters Bayes Spray デコンボリューションアルゴリズムを⽤いて、Oligo3 

データセットのデコンボリューションを⾏いました。図 5B および 5C にその⽐較を⽰し、表 I にまとめています。明ら

かに、PPT および⾮ PPT（通常の）オリゴヌクレオチドのデコンボリューションに適切な同位体モデルを選択した場

合にのみ、精密質量測定が達成されています。ここでも、適切な同位体モデルを使⽤した場合に、修飾オリゴヌクレオ

チドおよび⾮修飾オリゴヌクレオチドの両⽅で得られた質量誤差は 15 ppm 以内でした。
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図 5.（A）Oligo3 混合物の分離を⽰す TUV クロマトグラムおよび TIC クロマトグラム。（B）Oligo3 CTRL および 
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Oligo3 PPT CTRL オリゴヌクレオチドについて記録した ESI-MS スペクトル。挿⼊図に、通常のオリゴヌクレオチド⽤

の同位体モデルを使⽤した 4 種の Oligo3 化合物の解析結果を⽰します：（C）Oligo3 TEST オリゴヌクレオチドおよび 

Oligo3 PPT TEST オリゴヌクレオチドについて記録した ESI-MS スペクトル。挿⼊図は、ホスホロチオエート（PPT

）化オリゴヌクレオチド⽤の同位体モデルを使⽤して得られた解析結果を⽰します。ここで実証されたように、PPT オ

リゴヌクレオチドのインタクト質量分析で正確な結果を得るためには、PPT オリゴ同位体モデルが重要になります。適

切な同位体モデルをデコンボリューションに使⽤した場合、すべての Oligo3 化合物の質量誤差は 15 ppm 以内でした

。

ここで実証されたように、OST C18 カラムを装備した BioAccord LC-MS システムを⽤いて、7 mM の TEA および 80 

mM の HFIP（溶離液 A）を含むイオン対移動相を使⽤して開発された RP-LC/MS 分析法は、⼤幅に修飾された様々な

オリゴヌクレオチド分析において、⾮常に満⾜の⾏く性能を⽰しました。BioAccord LC-MS システムにより、幅広い

オリゴヌクレオチドの迅速で正確なインタクト質量確認が可能になります。

結論

waters_connect インフォマティクスソフトウェア内の⾃動インタクト質量ワークフローにより、様々な化学修飾

を施したオリゴヌクレオチドのインタクト質量確認において、優れた質量の正確度（誤差 15 ppm 以内）が得られ

ることが分かりました。

■

waters_connect に組み込まれた Bayes Spray により、⼤幅に修飾されたオリゴヌクレオチドのデコンボリューシ

ョンにおいて、正確な結果を得ることができます。

■
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