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개요
mRNA 백신에 사용되는 기술인 Lipid nanoparticle (이하 LNP)는 Lipid류, Cholesterol 등으로 
구성되어 있습니다. 일반적으로 흡광단(Chromophore)을 갖지 않는 LNP의 구성요소는 
Evaporative light scattering detector(ELSD)로 정량이 가능합니다.

이에 Agilent 1290 Infinity II ELSD를 통한 LNP의 구성요소에 대한 정량분석법을 
개발하였습니다. 5µM~1000µM 범위에서의 직선성과 낮은 농도의 정량한계, 2% 이내의 
반복성이 확인되었으며, 강제분해산물에 대한 특이성이 확인되었습니다.

응용 자료
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서론
최근 SARS-CoV-19에 대응하기 위해 개발된 mRNA 백신은 세포독성 
T 세포에 mRNA를 전달하기 위한 매개로 Lipid nanoparticle(LNP)을 
사용하고 있습니다. Plasmid DNA로부터 생산된 mRNA는, 
생체내에서 쉽게 분해될 수 있고 Target 면역세포 내로 유전정보를 
전달하는데 어려움이 있습니다. 이로 인해 mRNA를 LNP로 봉입하여 
주사를 통하여 체내로 투약하는 투여경로에 대해 활발히 연구되고 
있습니다.

LNP의 구성요소는 일반적으로 Helper lipid, ionizable lipid, 
cholesterol, Lipid-anchored PEG로 하고 있고, 각 물질의 종류와 
몰농도비가 품질에 중요한 요소로 작용됩니다. LNP는 다음과 같은 
구조로 구성되어 있으며, mRNA를 온전히 타겟 세포에 전달하는 
역할을 수행합니다. 이 중 Ionizable lipid는 양이온성을 띠고 있어, 
음이온의 성질을 가진 mRNA와 이온결합을 함으로써 LNP에 높은 
비율로 봉입될 수 있도록 해주며, Lipid-anchored PEG는 LNP 표면에 
PEG 또는 targeting moiety를 제시함으로써 target 세포와의 결합을 
촉진시킴과 동시에, RNase의 작용을 저해하여 mRNA의 안정성을 
높이는 역할을 수행합니다.

그림 1. LNP의 구조.1)

더불어, Lipid에서 기인한 유연물질(N-Oxide와 aldehyde 등)은 
mRNA로부터의 단백질 발현을 저해하는 것으로 알려져 있어, 
유연물질의 관리 또한, 중요하게 여겨지고 있습니다.2)

Pfizer-BioNTech사에서 개발된 mRNA 는 ALC-0315, ALC-0159, 
DSPC 및 cholesterol이 46.3 : 1.6 : 9.4 : 42.7의 비율로 LNP를 이루고 

있고, Moderna사에서 개발된 mRNA 백신은 SM-102,  
DMG-PEG2000, DSPC 및 cholesterol이 50 : 1.5 : 10 : 38.5의 비율로 
LNP를 구성하고 있습니다.3), i

본 응용자료에서는 SM-102 (Ionizable lipid), DMG-PEG2000  
(Lipid-anchored PEG), DSPC (Helper lipid) 및 cholesterol을 이용한 
LNP 구성에 대해 ELSD로 정량분석을 수행하는 방법을 기술하고,  
그 시험 결과를 기재하였습니다. 분석에 사용한 LNP 구성 성분의 
구조와 분자량은 다음과 같습니다.

SM-102
분자량: 710.2

DMG-PEG2000
평균 분자량: 2509.2

DSPC 
분자량: 790.1

Cholesterol
분자량: 386.7

그림 2. LNP 조성물의 화학구조.

i  ALC-0315: (4-Hydroxybutylbutyl)azanedyl)bis(hexane-6,1-diyl)bis(2-hexyldecanoate) 
ALC-0159: 2-[(Polyethylene glycol)-2000]-N,N ditetradecylacetamide 
DSPC: 1,2-Disteroyl-sn-glycero-3-phosphocholine 
SM-102: (Heptadecan-9-yl 8-((2-hydroxyethyl)(6-oxo-6-(undecyloyl)hexyl)amino)octanoate 
DMG-PEG2000: 1-monomethoxypolyethyleneglycol-2,3-dimyristylglycerol with polyethylene glycol of average molecular weight 2000
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실험

표준물질 및 시약
SM-102는 BroadPharm에서 구매하였고, DMG-PEG2000, DSPC, 
Cholesterol은 Sigma-Aldrich에서 구매하였습니다. HPLC 분석에 
사용된 Acetonitrile, methanol은 B&J에서, ethanol은 Fisher에서, 
ammonium formate는 Sigma-Aldrich에서 각각 구매하였습니다.

표준액 조제방법
1) SM-102, DMG-PEG2000, DSPC, Cholesterol 표준품을 아래의 
분량에 따라 에탄올에 녹여 LNP 혼합물로써 10mM의 농도로 
조제하여 표준원액으로 하였습니다.

표 1. 표준원액 농도.

화합물 분자량(g/mol) 몰 비율(%) 몰농도(mM) 농도(mg/L)

SM-102 710.2 50 5 3551.0

DMG-PEG2000 2509.2 1.5 0.15 376.4

DSPC 790.1 10 1 790.1

Cholesterol 386.7 38.5 3.85 1488.8

합계 - 100 10 -

2) 각 표준원액 2mL씩을 취하여 에탄올을 넣어 10mL로 하여 2mM 
LNP 표준원액을 조제하였고, 이를 에탄올로 희석하여 1, 5, 10, 20, 
50, 100, 200, 500, 1000µM 표준액으로 하였습니다.

3) 따로, 각 표준원액 100µL와 0.1M HCl 100µL를 넣어 60°C에서 
24시간 가열한 뒤, 실온으로 식혀 0.1M NaOH 100µL로 
중화시키고 에탄올 700µL를 넣어 산분해물용액으로 하였고, 각 
표준원액 100µL와 0.1M NaOH 100uL를 넣어 60°C에서 24시간 
가열한 뒤, 실온으로 식혀 0.1M HCl 100µL로 중화시키고 에탄올 
700µL를 넣어 알칼리분해물 용액으로 하였고, 각 표준원액 
100µL와 0.2% 과산화수소수 100µL를 넣어 60°C에서 24시간  
가열한 뒤, 실온으로 식혀 에탄올 800µL를 넣어 
산화분해물용액으로 하였습니다.

분석 기기 및 조건

표 2. 비오틴의 HPLC 분석조건.

파라미터 값

기기 1260 Infinity II HPLC / 1290 Infinity II ELSD (Cooled)

컬럼 Poroshell CS-C18 2.7µm, 2.1 x 100mm

유속 0.6mL/min

컬럼 온도 40°C

주입량 5µL

샘플러 온도 4°C

ELSD 조건
Evaporator temperature 80°C 
Nebulizer temperature 80°C 
Gas flow rate 1.6 SLM

이동상

A: 5mM Ammonium formate 
 in D.W.: Acetonitrile : Methanol = 25 : 35 : 40
B: 5mM Ammonium formate 
 in Methanol : Ethanol = 60 : 40

그레디언트 시간(분) %A %B

0 85 15

1 85 15

30 0 100

35 0 100

35.1 85 15

42 85 15
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결과 

크로마토그램
SM-102, DMG-PEG2000, DSPC 및 Cholesterol의 크로마토그램은 다음과 같습니다. 
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그림 3. LNP 1000µM 표준액의 크로마토그램.

검량범위 및 직선성
각 물질에 대한 직선성을 확인하기 위하여 5~1000µM 농도의 LNP 표준액에 대한 검량선은 r2 값이 모두 0.99 이상으로 좋은 직선성이 
확인되었습니다.
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그림 4. LNP 표준액의 농도별(5, 10, 20, 50, 100, 200, 500, 1000µM) 크로마토그램 겹쳐보기. 
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Cholesterol, 13.314 min
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R2: 0.99268

Residual standard deviation: 
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DMG-PEG2000, 15.743 min
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SM-102, 19.229 min
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DSPC, 22.682 min
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그림 5. Cholesterol, DMG-PEG2000, SM-102, DSPC의 검량선.

정량한계
정량한계를 산출하기 위하여 표준액에서 확인되는 피크의 신호대잡음비를 확인하였습니다. 각 표준액에서의 물질별 농도와 신호대잡음비(Signal to 
noise)는 다음과 같습니다. 신호대잡음비 10 부근의 각 성분의 농도를 확인한 결과, Cholesterol은 약 1.5mg/L, DMG-PEG2000은 약 3.8mg/L,  
SM-102는 약 1.8mg/L, DSPC는 약 0.8mg/L로 확인되어, 높은 감도를 나타내는 것을 확인할 수 있었습니다.

표 3. LNP 각 성분의 농도별 신호대잡음비 결과.

화합물 1µM 5µM 10µM 20µM 50µM 100µM 200µM 500µM 1000µM

Cholesterol
농도(mg/L) 0.15 0.74 1.49* 2.98 7.44 14.89 29.78 74.44 148.88

신호대잡음비 - - 12.7* 27.0 213.8 1554.5 10451.9 35973.3 84680.2

DMG-PEG2000
농도(mg/L) 0.04 0.19 0.38 0.75 1.88 3.76* 7.53 18.82 37.64

신호대잡음비 - - - - 4.4 12.0* 37.3 106.3 467.2

SM-102
농도(mg/L) 0.36 1.78* 3.55 7.10 17.76 35.51 71.02 177.55 335.10

신호대잡음비 - 25.6* 57.3 111.4 386.8 1200.5 3151.2 5801.3 16125.7

DSPC
농도(mg/L) 0.08 0.40 0.79* 1.58 3.95 7.90 15.80 39.51 79.01

신호대잡음비 - - 9.8* 19.7 77.5 285.9 1044.9 3386.0 14406.3

* 신호대잡음비가 약 10일때의 농도와 신호대잡음비 결과
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신호대잡음비 산출에 사용한 수식은 아래와 같습니다.

신호대잡음비(Signal to Noise) = 
2H
h

H: 피크의 높이

h: 노이즈의 높이

반복성
LNP 1000µM 표준액을 6회 반복 측정 한 결과, 네 개 물질 모두 상대표준편차 2% 이내로 확인되었습니다.
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그림 6. LNP 1000µM.표준액의 6회 반복 측정 결과.
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순도시험
유연물질의 유래와 잠재적 발생 가능성을 확인을 위해 각 성분을 LNP 최종 조성으로써 1000µM의 해당량이 되도록 넣고 각각 0.1M HCl, 0.1M 
NaOH, 0.2% H2O2로 60°C에서 24시간 처리하여 동일한 시험방법으로 분석하였습니다. Ionizable lipid인 SM-102는 산, 염기, 산화 조건에서 다수의 
분해산물이 확인되었고, Helper lipid인 DSPC는 염기 조건에서 주 분해산물이 관찰되었습니다. 

위 분석방법을 통해 각 물질에서 기인한 유연물질을 확인하기에 충분함을 확인할 수 있었습니다.
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그림 7. Cholesterol, DMG-PEG2000, SM-102, Cholesterol 1000µM 해당량의 강제분해산물 확인 결과(― Control, ― 0.1M HCl, ― 0.1M NaOH, ― 0.2% H2O2).

결론 및 고찰
Agilent 1260 Infinity II HPLC와 1290 Infinity II ELSD를 이용해 
5~1000µM의 농도에 해당하는 Lipid nanoparticle의 표준액을 
분석했을 때, 아래와 같이 좋은 직선성, 정량한계, 반복성 결과를 
확인하였습니다. 따라서, 상기 시험방법을 통해 LNP 구성성분을 
정량하는 데 있어, 신뢰도 있는 결과를 얻을 수 있다는 점이 
검증되었습니다. 

표 4. 분석 결과 요약.

직선성(r2) 정량한계(mg/L) 반복성(%RSD)

Cholesterol 0.99268 1.49 0.351

DMG-PEG2000 0.99996 3.76 1.026

SM-102 0.99934 1.78 0.558

DSPC 0.99974 0.79 0.728

그리고, 안정성이 좋지 않은 SM-102에 대하여, 산, 염기, 산화 조건에서 
확인되는 유연물질이 잘 분리되는 것을 확인할 수 있었습니다. 이를 
통해 mRNA-LNP 제제의 안정성 연구에 활용할 수 있을 것으로 
예상합니다.
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