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dsDNA 分⼦種を⾼信頼度で分離し、そのサイズを評価することは、細胞・遺伝⼦治療およびワクチンの分野での重

要な分析タスクです。1 つのアプリケーション例は、治療⽤、または治療⽤導⼊遺伝⼦を導⼊するためのベクター

として使⽤する、プラスミド DNA の存在と同⼀性を確認する必要があることです。制限酵素消化プラスミド DNA 

から得られる dsDNA フラグメントを分離し、サイズ決定を⾏うことが、この特定の⽬的のための試験の 1 つとし

て推奨されています。このアプリケーションノートでは、Waters Protein-Pak Hi Res Q カラムで 0.1 〜 10 kbp の 

dsDNA ラダーを分離できることを⽰します。プラスミドの制限酵素消化によって得られる dsDNA フラグメントの

サイズは、フラグメントの保持時間を dsDNA ラダーの保持時間と⽐較することで評価できます。

アプリケーションのメリット

最適化された Waters Protein-Pak Hi Res Q カラムによる 1 kb Plus DNA ラダーの分離■

Waters Protein-Pak Hi Res Q カラムで AEX メソッドを⽤いた dsDNA サイズの推定■

はじめに

ヒトの遺伝⼦治療⽤製品では、遺伝⼦発現の操作や、⽣きている細胞の⽣物学的特性を変えることが⾏われます1

。 これらの製品は、プラスミド DNA などの裸の核酸、または治療⽤遺伝⼦が含まれているアデノ随伴ウイルス（

AAV）などの組換え微⽣物のいずれかの可能性があります。新薬臨床試験開始申請（IND）では、治験依頼者は遺

伝⼦治療⽤製品の独⾃性を実証する必要があります。規制当局は、遺伝⼦配列を、促進剤や制限酵素切断点などの

関連する規制対象要素のマップが含まれている概略図として提⽰することを推奨しています。製造プロセスで、治

療⽤プラスミド DNA または導⼊遺伝⼦の製造に使⽤するプラスミド DNA の存在とその同⼀性について試験し、開

始材料、中間医薬品、最終医薬品が適切に管理されていることを実証する必要があります。推奨されている試験の 

1 つは制限酵素消化であり、プラスミド DNA が特異な制限酵素によって様々な⻑さのフラグメントに切断されます
1。 プラスミド DNA の同⼀性は、フラグメントを分離してサイズを評価することによって評価できますが、これは

従来、アガロース電気泳動またはポリアクリルアミドゲル電気泳動で⾏われていました。ただし、この⼿法はロー

スループットで、多くの⼿動処理ステップが必要です。 

陰イオン交換クロマトグラフィー（AEX）では、分析種にある負の表⾯電荷の数および場所の違いに基づいて、分

⼦が分離されます。この分析⼿法には、頑健で、再現性があり、定量情報が得られ、⾃動化が簡単で、サンプル消

費量が少ないなど、多くの利点があります。dsDNA フラグメントは、主鎖のリン酸基により負に帯電しているため

、dsDNA フラグメントの分離について AEX を調査しました。 

このアプリケーションノートでは、0.1 キロベースペア（kbp）〜 10 キロベースペア（kbp）の dsDNA ラダーが、

ACQUITY UPLC H-Class Bio システムに装着された Waters Protein-Pak Hi Res Q 強陰イオン交換カラムで分離で

きることを⽰します。さらに、ラダーの分離を使⽤して、制限酵素消化プラスミドから得られる dsDNA フラグメン

トのサイズを推定することができます。 



実験⽅法

サンプルの説明

1 kb Plus DNA ラダー（N3200L）および pBR322 プラスミド BstNI 消化物（N3031L）は New England Biolabs 

から購⼊しました。

LC 条件

LC システム： ACQUITY UPLC H-Class Bio システム

検出： ACQUITY UPLC TUV 検出器5 mm チタン製フロー

セル（波⻑ 260 nm）付き

バイアル： ポリプロピレン 12 × 32 mm スクリューネックバ

イアル（キャップ付きおよびスリット⼊り PTFE/シ

リコーンセプタム付き）、容量 300 µL、100 個⼊

り（製品番号：186002639）

カラム： Protein-Pak Hi Res Q カラム、5 µm、4.6 × 100 

mm （製品番号： 186004931）

カラム温度： 30 �C

サンプル温度： 10 �C

注⼊量： 0.3 L

流速： 0.4 mL/分

移動相 A： 100 mM トリス塩酸

移動相 B： 100 mM トリス塩基

移動相 C： 3 M 塩化テトラメチルアンモニウム（TMAC）

移動相 D： ⽔



送液するバッファー濃度： 20 mM

グラジエントテーブル（AutoBlend Plus メソッド、
Henderson-Hasselbalch の式で算出）

上記のグラジエントテーブルでは、バッファーは 20 mM トリス pH 7.4 です。初期塩濃度を 0 mM に設定し、すべ

ての分析種がカラムに強く結合するようにします。次に塩濃度を 1,620 mM まで急速に上昇させ、2 分間平衡化し

てから分離のためのグラジエントを開始します。塩濃度は、1 kb DNA ラダーを分離するために、20 分間で 1,780 

mM まで直線的に上昇させます。次に、残っている結合分⼦を除去するために、2 分間で 2,400 mM まで急速に上

昇させます。最後に、初期状態への平衡化ステップを⾏い、次の注⼊に備えます。

汎⽤クオータナリー LC システムのためのグラジエントテーブルを以下に⽰します。 



データ管理

クロマトグラフィーソフトウェア： Empower 3 FR 4

結果および考察

図 1B に⽰されているように、0.1 kbp 〜 10 kbp の範囲の⼀連の dsDNA フラグメントで構成される 1 kb Plus 

DNA ラダーが、Waters Protein-Pak Hi Res Q 強陰イオン交換カラムで分離されました。幅広いサイズのさまざま

な dsDNA を分離する能⼒は、制限酵素消化物の分析に不可⽋です。

このクロマトグラフィー分離は、New England Biolabs のウェブサイト（図 1A および 1B）に掲載されているアガ

ロースゲル分離と⼀致しています。フラグメントのサイズを簡単に特定できるように、1 kb Plus dsDNA ラダー中

の 1 kbp および 3 kbp のフラグメントの量を他のフラグメントの量よりも意図的に多くしました。これは、ゲル上

で 1 kbp と 3 kbp のバンドが濃く明るいことから、観察できます。これに⼀致して、陰イオン交換クロマトグラム

での 1 kbp フラグメントと 3 kbp フラグメントのピーク⾯積も、他のフラグメントのピーク⾯積より⼤きくなって

います。 

負に帯電しているホスホジエステル基の数はヌクレオチドの数に⽐例するため、DNA フラグメントはそのサイズに

応じて溶出するはずです。⼀般に、これは DNA フラグメントが短い場合（100 bp 未満）に当てはまります。DNA 

のサイズが⼤きくなると、DNA の組成が AEX 分離に影響を与える可能性があります。たとえば、A-T 含量が⾼いフ

ラグメントは、鎖の⻑さに基づく予想時間よりも後に溶出することが⽰されています2,3。⼀部のケースでは、A-T 

含量が⾼い短いフラグメントは、A-T 含量が低い⻑いフラグメントよりも後に溶出しました4。DNA は⻑さの順に溶

出しないため、これによってサイズ評価で問題になる場合があります。これらの試みでは、AEX 分離での溶出⽤の



塩として NaCl を使⽤しました。興味深いことに、NaCl 中では、A-T が多く含まれている DNA の⽅が、G-C が多く

含まれている DNA よりも融解温度が⾼いことが⽰されています。この実験を塩化テトラメチルアンモニウム（

TMAC）中で⾏うと、A-T が多く含まれている DNA と G-C が多く含まれている DNA の間の融解温度の差は解消さ

れます。仮説によれば、TMAC が DNA 構造の溝に適合し、A-T 塩基対に選択的に結合して、融解温度は DNA の組

成に依存しなくなります5,6。

当社での以前の研究では、核酸が含まれている分析物の溶出塩として、TMAC の⽅が NaCl よりも優れた分離が得ら

れました7,8 。今回の試験では、さまざまな⻑さの dsDNA フラグメントを分離するための塩として、TMAC を再び

実験します。多⻆度光散乱（MALS）で得られた予備的データでは、クロマトグラムのピークの分⼦量が保持時間と

ともに増加することが⽰唆されています（データは⽰されていません）。TMAC によって、フラグメント組成とは

無関係に、サイズに基づいて DNA フラグメントを分離できる理由は、完全には明らかではありませんが、最終的な 

AEX 分離の結果に対する dsDNA フラグメントの組成の影響を解消する重要な役割を、TMAC が果たすと推測されま

す。 

従来、DNA フラグメントサイズの評価は、アガロースゲルでフラグメント DNA を泳動し、バンドの位置を、同じ

ゲルで同じ条件下でレファレンス物質として機能する DNA ラダーの位置と⽐較することで⾏います。同様に、今回

の実験では、AEX メソッドでは、1 kb Plus DNA ラダーと⼀緒に同じクロマトグラフィー条件で分析することによ

って、保持時間を⽤いて DNA フラグメントのサイズを評価できることを実証します（図 1B と 1C）。図 1D に、

dsDNA フラグメントの log(bp) 対保持時間のプロットが⽰されています。⻘⾊の点は 1 kb Plus DNA ラダーのデー

タポイントで、オレンジ⾊の点は BstNI 消化 pBR322 プラスミドのデータポイントです。1 kb Plus DNA ラダーに

よる線形回帰では、サイズの対数と保持時間の間に強い相関関係が⽰されています（R2 = 0.981）。このプロット

を使⽤して、制限酵素フラグメントのサイズが保持時間から計算されます。  パーセント誤差（%）は、式 {（計算

サイズ - 理論サイズ）/理論サイズ} を⽤いて計算されます。pBR322 プラスミド由来のほとんどの制限酵素フラグ

メントの測定は、誤差が 11% 未満でした。このことは、プロットのトレンドライン上または⾮常に近接しているオ

レンジ⾊の点によって強調されています。最初の制限酵素フラグメント（0.121 kbp）の % 誤差は、他の DNA フラ

グメントの % 誤差よりも⼤きくなっています。この偏差は、1 kb Plus DNA ラダー（0.1 kbp）で早く溶出するフ

ラグメントのデータポイント（トレンドラインからも遠く離れている）に起因する可能性があります。 



図 1.  A）1 kb Plus DNA ラダーのアガロースゲル分離（New England Biolabs の許可を得て www.neb.com 

[2021] から転載）、B）1 kb Plus DNA ラダーの Waters Protein-Pak Hi Res Q カラムでの陰イオン交換分離、

C）BstNI 消化 pBR322 プラスミド由来の DNA フラグメントの Waters Protein-Pak Hi Res Q カラムでの陰イオン

交換分離、D）dsDNA フラグメントの log(bp) 対保持時間のプロット

結論

http://www.neb.com/


陰イオン交換クロマトグラフィーは頑健で、再現性があり、定量情報を提供し、⾃動化が容易です。ここでは、1 

kb Plus DNA ラダー（0.1 kbp 〜 10.0 kbp の範囲の dsDNA フラグメント）を Waters Protein-Pak Hi Res Q カラ

ムで分離できることを⽰しました。AEX 分離の結果は、アガロースゲル分離の結果と⾮常によく⼀致しています。

dsDNA のサイズの評価は、dsDNA の保持時間を 1 kb Plus DNA ラダーの保持時間と⽐較することで⾏えます。こ

の分析法を使⽤して、プラスミドの制限酵素消化から得られた DNA フラグメントを分離してサイズ評価すること

ができますが、分析法の⽤途はこれに限定されません。このような分析は、遺伝⼦治療製品の製造プロセス全体を

通じて、プラスミドの存在と同⼀性を実証するための分析法として使⽤できます。
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ソリューション提供製品

ACQUITY UPLC H-Class PLUS Bio システム <https://www.waters.com/10166246>

ACQUITY UPLC チューナブル UV 検出器 <https://www.waters.com/514228>

Empower クロマトグラフィーデータシステム <https://www.waters.com/10190669>

Protein-Pak カラム <https://www.waters.com/waters/nav.htm?cid=513086>
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