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このアプリケーションノートでは、純度分析および⼤幅に修飾されたオリゴヌクレオチドとその不純物のインタク

ト質量確認のための、規制対応⾃動 LC-MS ワークフローについて説明します。

アプリケーションのメリット

ACQUITY Premier UPLC BSM システムや ACQUITY Premier OST カラムなど、MaxPeak High Performance 

Surfaces（HPS）を取り⼊れた製品カテゴリーにより、オリゴヌクレオチド不純物分析に対して重要な利点が

提供される

■

⾃動化された規制対応ワークフローにより、イオンペア逆相（IP-RP）LC-MS 分析法を⽤いる修飾オリゴヌクレ

オチドとその不純物のインタクト質量確認に対して、優れた質量精度（15 ppm 未満）が提供される

■

さらに、この⾃動化された規制対応ワークフローにより、すべてのサンプル成分について、0.2% という低い存

在量レベルまで純度情報が得られる

■

はじめに

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1,2。 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。オリゴヌクレオチド分析⽤に質量分析ベースの分析法として広く受け⼊れられているものの 1 つは

、イオンペア逆相クロマトグラフィー（IP-RP）分離とそれに後続するネガティブイオンモードでの ESI-MS 検出で

す。この分析法を⽤いて、規制対応の waters_connect データ取り込みおよび解析ソフトウェアで動作する 

BioAccord システムを採⽤したオリゴヌクレオチド分析の⾃動ワークフローが、最近報告されました3,4。 このア

プリケーションノートでは、ACQUITY Premier UPLC BSM システム、チューナブル紫外線（TUV）検出器、ESI-

Tof ACQUITY RDa 質量検出器で構成される完全に統合された LC-MS システム（図 1 に⽰されたシステム）を、低

レベルのオリゴヌクレオチド不純物の分析に使⽤しました。オリゴヌクレオチドには、⾦属表⾯と強く相互作⽤す

る傾向がある負に帯電したリン酸基が多数含まれているため、その分析は困難な課題です。これらの課題に対処す

るため、ウォーターズは、分析が困難な分析種に対処するために特別に設計された、より不活性な表⾯を提供する

新しいテクノロジーファミリーである MaxPeak High Performance Surfaces（HPS）を開発しました5-10。 最近

発売された ACQUITY Premier UPLC BSM システムには、分析種とすべての種類の⾦属表⾯との相互作⽤を⼤幅に

低減する⾮常に効果的なバリアを実現するために、このテクノロジーが流路全体に導⼊されています。2020 年に

導⼊された ACQUITY Premier OST カラムとともに UPLC システム全体が、最近オリゴヌクレオチドのバイオアナ

リシス関連 LC-MS アプリケーションについてテストされました9。 ここでは、オリゴヌクレオチドおよびその関連

不純物のインタクト質量確認について、この UPLC システムの機能を調査しました。すべてのデータセットは、

ACQUITY Premier と組み合わせた BioAccord LC-MS システムでフルスキャン MS モードで取り込み、

BayesSpray 質量スペクトル電荷デコンボリューションアルゴリズムを使⽤して waters_connect で解析し、各化

合物について正確なインタクト質量測定を⾏いました。



図 1.  ACQUITY Premier と組み合わせた BioAccord LC-MS システムのコンポーネント

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。ヌクレオシドのうちの 19 種に 2'-OMe 修飾が含まれ、配列が GUA ACC AAG 

AGU AUU CCA UTT で元素組成が C229H306N76O143P20 の、⻑さ 21-mer の⾼度に修飾されたオリゴヌクレオチド

は、ATDBio（英国、サウサンプトン）から購⼊しました。ストック溶液は、濃度 1 μM（または 2.34 μg/mL）で

脱イオン⽔中に調製してから、10 μL を注⼊しました。これは、21-mer のオリゴヌクレオチドのオンカラムロー

ド 10 ピコモルに相当します。 

LC 条件



LC-MS システム： ACQUITY Premier と組み合わせた BioAccord LC-

MS システム

カラム： 1）ACQUITY Premier OST カラム 1.7 µm、130 

Å、2.1 × 100 mm（製品番号 186009485）

2）従来の ACQUITY OST カラム 1.7 µm、130 Å、

2.1 × 100 mm（製品番号 186003950）

3）ACQUITY Premier OST カラム 1.7 µm、130 

Å、2.1 × 50 mm（製品番号 186009484）

カラム温度： 60 ℃

流速： 300 μL/分

移動相： 溶媒 A：40 mM HFIP（ヘキサフルオロイソプロパ

ノール）、7 mM TEA（トリエチルアミン）含有脱

イオン⽔

溶媒 B：20 mM HFIP（ヘキサフルオロイソプロパ

ノール）、3.5 mM TEA（トリエチルアミン）含有 

50% メタノール

サンプル温度： 6 ℃

サンプルバイアル： 認定済み透明ガラスバイアル（製品番号

：186000327C）

注⼊量： 10 μL

洗浄溶媒： パージ溶媒：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：20% アセトニトリル含有脱イオン⽔



グラジエント

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）

データ取り込みソフトウェア： waters_connect

データ解析ソフトウェア： waters_connect



結果および考察

さまざまな低レベルのオリゴヌクレオチド不純物が含まれている 21-mer オリゴヌクレオチドを、通常の 2.1 × 

100 mm OST カラム（製品番号： 186003950 <

https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/columns/186003950-acquity-uplc-oligonucleotide-beh-c18-

column-130a-17--m-21-mm-x-1.html> ）および最近導⼊された ACQUITY Premier 2.1 × 100 mm OST カラム（

製品番号：186009485 <https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/columns/186009485-acquity-premier-

oligonucleotide-c18-column-130a-17--m-21-x-100-m.html> ）の 2 種の C18 カラムで分離しました。21-nt オリ

ゴマーの場合、かなりの部分の分⼦（19 ヌクレオシド）に修飾核酸塩基が含まれていました（図 2 の実験のセク

ションに記載されている配列に⽰されています）。2'-OMe 修飾は、オリゴヌクレオチド配列中に⻘⾊でラベル付

けされた 3 つのグアノシン（G）、および緑⾊でラベル付けされた 7 つのアデノシン（A）に⾏いました。同じ 

2’-OMe 官能基がウリジンおよびシチジンに付加されることに加えて、これら 2 種のヌクレオシドの核酸塩基はさ

らに 5-メチル基を 1 つ付加して修飾され、2’-OMe 5-Me ウリジン 5 つ（U、紫⾊でラベル付け）と 2’-OMe 5-

Me シチジン 4 つ（⾚⾊でラベル付け）が⽣成されています。修飾されていないヌクレオシドは、21-mer の 3’ 末

端にある 2 つのデオキシチミジン（TT）のみです。特別に考案された命名法を⽤いて、全オリゴヌクレオチド修飾

の配列は、次記のように要約できます：OMEG OME5mU OMEA OMEA OME5mC OME5mC OMEA OMEA OMEG 

OMEA OMEG OME5mU OMEA OME5mU OME5mU OME5mC OME5mC OMEA OME5mU dT dT。ACQUITY 

Premier OST カラムで分析すると、図 2A に⽰されているように、21-nt オリゴヌクレオチドの分離により、かな

り複雑な不純物プロファイルが明らかになります。14 種のオリゴヌクレオチド不純物が分離され、TUV 検出器お

よび MS 検出器の両⽅で検出されました。同じサンプルを、同じ⼨法で同じ固定相（C18 1.7 μm 粒⼦、130 Å ポア

）が充塡されている従来のカラム（ステンレススチールのケーシング付き）での分析により、図 2B に⽰されてい

るように同じ不純物の半分（7 種）のみが分離され、初期に溶出する不純物のかなりの部分が完全に⽋落しました

。最近の発表7によれば、未処理のカラムフリットが⾦属表⾯への分析種の吸着の主な原因です。図 2B に⽰されて

いる結果は、従来のカラムのインレットおよびアウトレットのフリットでのオリゴヌクレオチドの吸着効果を考慮

すれば説明がつきます。サンプルをカラムのインレットにロードすると、多量のオリゴヌクレオチド成分によって

インレットフリットが不動態化され、このフリットに吸着されないオリゴヌクレオチド不純物は少量です。ただし

、IP-RP 分離を⾏った後、オリゴヌクレオチド不純物のほとんどが主要成分の前に溶出するため、アウトレットフ

リットが完全に不動態化されるまで、この部分にこれらの不純物の⼀部が保持される可能性が⾮常に⾼くなります

。図 2B に⽰す例では、早期に溶出する 7 種の不純物は、アウトレットフリットに吸着されたために検出されなか

った可能性が⾮常に⾼いです。
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図 2.  21-nt サンプルからのオリゴヌクレオチド不純物の分離を⽰す TUV クロマトグラム：（A）ACQUITY 

Premier OST カラムで取得した UV クロマトグラム、（B）徹底的にコンディショニングした従来のカラムで取得

した UV クロマトグラム。各図の⾚⾊のトレースは各注⼊の前のブランク試料に対応します。（3）ACQUITY 

Premier OST カラムで実⾏した 3 回の繰り返し注⼊。明確にするため、⾚⾊のトレースと⻘⾊のトレースは、前の

トレースから +0.2 分補正されています。 

ACQUITY Premier OST カラムは、MaxPeak High Performance Surfaces（HPS）テクノロジーを採⽤した、2 μ

m 以下の粒⼦を充塡したカラムファミリーに属します8-10。 オリゴヌクレオチドには、UPLC システムの流路に通

常存在する⾦属表⾯（ステンレススチール、チタン、Ni-Co 合⾦ MP35N など）と相互作⽤することが知られてい



る、負に帯電したリン酸主鎖が含まれています。これらの相互作⽤は多くの場合、オリゴヌクレオチドの損失、ク

ロマトグラフィーピーク形状不良、またはデータの再現性低下の原因になります。UPLC の流路および OST カラム

に沿って展開された MaxPeak HPS テクノロジーにより、検出される不純物の数と % 存在量（UV ピーク⾯積と関

連）によって実証されているように、これらの望ましくない相互作⽤が⼤幅に低減されます。従来の OST カラム

では、徹底的に不動態化を⾏った後でも、不純物の回収率に関してはるかに少ない結果が⽰されました。3 回の繰

り返し注⼊を重ね描きした図 2C に⽰されているように、ACQUITY Premier カラムで⾏った分離には⾼い再現性が

あります。主要なオリゴヌクレオチド成分の ESI-MS スペクトルが図 3A に⽰されています。ESI-MS スペクトルに

基づいて⾃信を持って同定された、存在量が最も低い不純物（UV データによると 0.18%、表 1 を参照）は、分⼦

の 5 ’末端から 10 ヌクレオシドすべてが⽋失した 11-mer オリゴヌクレオチドです。2 つの主要なチャージ状態

（⼆価および三価荷電イオン）を⽰すこの不純物の ESI-MS スペクトルが、下部パネルの図 3B に⽰されています

。UV ではこの不純物のシグナルが検出されず（図 2B を参照）、両⽅の実験で同じ ACQUITY Premier UPLC シス

テムを使⽤しているため、予想溶出時間で取得した ESI-MS スペクトル（図 3B の上部パネル）により、この不純

物が通常のカラムの内側の⾦属表⾯（⾮常に⾼い可能性としてカラムのアウトレットフリット）にトラップ（不可

逆的に吸着）された可能性が⾼いことが、⽰されています。今回分析した 21-mer 中に検出されたオリゴヌクレオ

チド不純物の完全なリストが、その配列、元素組成、正確な平均質量、および UV ピーク⾯積を使⽤して計算した

パーセント存在量とともに、表 1 に⽰されています。表 1 に⽰されているデータを⽤いて、waters_connect での 

BayesSpray 電荷デコンボリューションアルゴリズムを使⽤する⾃動解析をセットアップしました。図 4 に得られ

た解析結果が⽰されています。14 種のオリゴヌクレオチド不純物はすべて⽐較的広いダイナミックレンジ（約 500 

倍）にわたって検出され、デコンボリューションした質量精度は 15 ppm 未満でした。



図 3.  次記に対して取得したイオンペア逆相（IP-RP）ESI-MS スペクトル：（A）最も存在量の多いサンプル成分で

ある 21-mer の⾼度に修飾されたオリゴヌクレオチド、（B）最も存在量の少ないサンプル成分（UV ピーク⾯積の

測定値により存在量 0.18%）である 11-mer オリゴヌクレオチド不純物（その配列については表 1 を参照）。すべ

てのオリゴヌクレオチドの修飾は、特別に設計した命名法を⽤いて図 3A に⽰されています。



表 1.  ⾼度に修飾された 21-mer オリゴヌクレオチドで同定された 14 種のオリゴヌクレオチド不純物

図 4.  21-mer の主成分とそのオリゴヌクレオチド不純物 14 種についての ESI-MS スペクトルの BayesSpray 電荷

デコンボリューションの後に得られた、waters_connect での解析結果を⽰すスクリーンショット。正確な平均質

量の測定での質量精度誤差は、すべてのサンプル成分について 15 ppm 未満でした。主要成分に対応する⾏が⻘⾊

で強調表⽰され、純度が 83.03% であることが⽰されています。⼀⽅、最も存在量が少ない分⼦種（11-mer オリ

ゴ）の存在量は 0.18%（⾚⾊の円で強調表⽰）でした。

UV 検出器と MS 検出器の両⽅で低レベルのオリゴヌクレオチド不純物を検出できることが重要ですが、その存在

量を正確に測定することは同様に重要です。⾔い換えれば、これらの不純物が同じダイナミックレンジ（約 500 倍

）にわたって、UV で直線レスポンスを⽰すことが⾮常に重要です。UV 分析法の直線性を試験するために、21-

mer のオリゴヌクレオチドを希釈し、短い ACQUITY Premier カラム（2.1 × 50 mm、製品番号：186009484 <

https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/columns/186009484-acquity-premier-oligonucleotide-c18-

column-130a-17--m-21-x-50-mm.html> ）で、より⾼速（15 分）の LC-MS 分析を⽤いて分析しました。ストッ

ク溶液サンプル（1 μM）の 1:2,000 希釈に対応する最低検出濃度 0.5 nM について得られた UV クロマトグラムが

、その前のブランク注⼊とともに図 5A に⽰されています。同じ溶液（0.5 nM または 1.17 ng/mL）の 4 回繰り返
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し注⼊では、ピーク⾯積の RSD が 15% 未満であり、図 5B に強調表⽰されているように、低レベルのオリゴヌク

レオチドを ACQUITY Premier カラムで良い再現性で分析できることが実証されています。図 6 に、21-nt オリゴ

マーの広範囲の濃度（0.5 nM 〜 1000 nM の範囲の 8 濃度）に対する UV レスポンス（ピーク⾯積）を⽰すキャリ

ブレーションプロットが⽰されています。総合すると、図 5A、B、および図 6 に⽰されているデータによって、

21-mer オリゴヌクレオチドは広いダイナミックレンジ（2,000 倍）にわたって直線性のクロマトグラフィー挙動

を⽰し、最低濃度（0.5 nM、オンカラムロード量 5 フェムトモル（または約 12 ピコグラム）に対応）でもカラム

回収率が⾮常に優れていることが、明確に証明されています。最後に、分析した最⾼濃度（1 μM）のオリゴヌクレ

オチドの最後の繰り返し注⼊の直後に、溶媒 A ブランク試料（10 μL）を注⼊することによって、分析法のキャリ

ーオーバーを評価しました。結果は図 5C に⽰されており、ACQUITY Premier UPLC システムおよびカラムの不活

性が強調されています。つまり、⼤量の 21-mer オリゴヌクレオチド（10 ピコモル）をオンカラム注⼊した後、こ

のオリゴヌクレオチドの検出可能なシグナルはありません。



図 5.  21-nt オリゴマーを⽤いた ACQUITY Premier UPLC システムおよび ACQUITY Premier OST カラムの不活性

試験：（A）その前のブランク注⼊と⽐較した、最低検出可能濃度（0.5 nM、またはオンカラムロード量 5 フェム

トモルの 21-mer オリゴヌクレオチド）の UV クロマトグラム。（B）最低検出可能濃度（0.5 nM）に対して得ら

れた繰り返し UV クロマトグラム。UV ピーク⾯積の RSD が 15% 未満であることが⽰されています。（C）キャリ

ーオーバー評価。最⾼サンプル濃度（1,000 nM またはオンカラムロード量 10 ピコモルのオリゴヌクレオチド）を

注⼊した後のブランク注⼊の UV クロマトグラム（⾚⾊のトレース）。ブランク試料中の 21-mer からの検出可能

なシグナルはありません。このことは、UPLC システムおよびカラムには、流路にあるさまざまな被覆⾦属表⾯へ

の⾮特異的吸着による分析種の保持が発⽣していないことを⽰唆しています。



図 6.  3 桁以上にわたる直線性を⽰す 21-mer オリゴヌクレオチドの検量線。TUV 検出器から得られた

ピーク⾯積を、広範囲のオリゴヌクレオチド濃度（0.5、1、5、10、20、100、200、1,000 nM）に対

してプロットしました。この分析法に優れたシグナル直線性が得られ、⾮常に低濃度のオリゴヌクレ

オチドが、分析種と全く相互作⽤しない⾮常に不活性な LC システムから完全に回収できることが⽰

されています。挿⼊図に、濃度範囲 0.5 〜 10 nM の検量線が⽰されています。

結論として、ACQUITY Premier と組み合わせた BioAccord LC-MS システムにより、最低 0.2% の濃度のオリゴヌ

クレオチド不純物を測定して正確に検出することができ、waters_connect ソフトウェアを使⽤する規制対応⾃動

ワークフローにより、インタクト質量確認機能が得られます。

結論

ACQUITY Premier UPLC BSM システムや ACQUITY Premier OST カラムなど、MaxPeak High Performance 

Surfaces（HPS）を取り⼊れた製品カテゴリーにより、オリゴヌクレオチド不純物分析に対して重要な利点が

提供される

■

規制対応ソフトウェアで動作する ACQUITY Premier と組み合わせた BioAccord LC-MS システムを使⽤して、

低い検出限界およびクロマトグラフィーの再現性の観点から、オリゴヌクレオチド分析の改善を実証

■

このオリゴヌクレオチド不純物分析ワークフローにより、オリゴヌクレオチド不純物およびその相対存在量の■



質量確認機能が提供されます。この試験結果から、LC-MS プラットホームにより、修飾オリゴヌクレオチドと

その不純物のインタクト質量確認で優れた質量精度（15 ppm 未満）が得られ、LC-UV 情報により、すべてのサ

ンプル成分が相対存在量 0.2 % まで測定できることが⽰されています。
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