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図 1. ワークフロー 1：オリゴヌクレオチドの純度分析 
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合成オリゴヌクレオチドは、研究や遺伝子
検査に広く用いられています。このクラスの
短鎖核酸ポリマーには、低分子干渉 RNA、
アンチセンスオリゴヌクレオチド、アプタマ、
CRISPR ガイドなどがあります。このような
巨大分子に対する需要が増加していること
は、特性解析するための堅牢な分析メソッド
と、使いやすいデータ解析ワークフローへの
ニーズが高まりつつあることを意味します。
一般的に注目される属性には、特定の不純
物の質量、配列、純度、相対的定量などが
あります。

オリゴヌクレオチドの純度分析
合成オリゴヌクレオチドの精製には、他には
ない困難さがあります。全長生成物の合成
に関連する不純物には、切断、不完全なチ
オール化、塩基欠損を示す分子が含まれて
いる場合があります。精製メソッドを開発す
る際には、このような構造を考慮する必要が
あります。

アジレントは、オリゴの分離を最適化する体
系的なアプローチを開発しました（図 1）。
このメソッドでは、強アニオン交換（SAX）
またはイオンペア逆相（IP-RP）クロマトグ
ラフィーを使用しますが、後者は質量分析に
適しています。さらに、アジレントは、オリゴ
ヌクレオチドの SAX 分取を実施して、LC/
UV または LC/MS メソッドによりサンプル純
度を確認するための個別のワークフローを
開発しました。
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オリゴヌクレオチドの Target Plus 
Impurities（TPI）分析
製品に関連する不純物の特性解析は、新し
いバイオ医薬品の開発において重要なタス
クです。一般的な不純物の発生源には、ホ
スホロチオエートからリン酸ジエステルへの
変換、切断、伸長、脱塩基オリゴヌクレオチ
ドの形成などがあります。

ターゲットオリゴヌクレオチドとその不純物
の特性解析には、LC/MS 分析などの高度
な分析メソッドが不可欠です。高度な手法が
必要とされるのは、不純物が多数存在し、ア
バンダンスが非常に低く、互いに組み合わ
さって存在する場合があるためです。不純物
の特性解析は困難な場合があるため、不純
物プロファイリングをサポートし、自動化す
るソフトウェアが非常に役に立つ場合があり
ます。図 2 と図 3 に、不純物を含む分析用
のアジレントのワークフローを示します。

図 2. ワークフロー 2：オリゴヌクレオチドの Target Plus Impurities（TPI）分析

サンプル前処理
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分離 検出 解析

製品に関連する不純物分析用の LC/MS ベースのアプローチ

Agilent MassHunter BioConfirm ソフトウェア 12.0 の Target Plus Impurities（TPI）データ解析ワークフロー

データを採取
配列
データベースを
生成

特性を
配列と照合

特性を確認

1. LC/MS 分析を設定
します。クロマトグ
ラフィーを用いて、
ターゲットと不純物
が分離されます

2. ヌクレオチド配列を入
力します。システムによ
り、ターゲットと目的の
不純物のデータベース
が生成されます

3. フィーチャー抽出機能
を使用して、データで実
際のオリゴヌクレオチド
化合物を確認します

4. 特性を、ターゲットと不純
物の算出質量または同位
体特性と比較します

図 3. ワークフロー 2：Agilent MassHunter BioConfirm ソフトウェア 12.0 の Target Plus Impurities（TPI）
データ解析ワークフロー
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オリゴヌクレオチドの配列確認 
この配列確認ワークフローでは、Agilent 
1290 Infinity II Bio LC システムと Agilent 
6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF を組み合
わせて使用します（図 4 と図 5）。また、こ
のワークフローでは、オリゴの配列から計算
されるフラグメントの予測値に対する同位体
パターンを照合することにより、MS2 レベル
のフラグメント確認を実施します。この照合
機能は、BioConfirm ソフトウェアの新機能
です。この機能は、高分解能精密質量システ
ムとターゲット MS/MS データとを組み合わ
せる能力を実証するものです。このアプロー
チでは、大幅に修飾された配列を確認し、
特定の化学物質群の位置を決定することに
より、オリゴヌクレオチドを構造的に特性解
析します。

Top-DNA well plate tubes

サンプル前処理

6545XT AdvanceBio
LC/Q-TOF

MassHunter
BioConfirm 12.0Purification cartridge 1290 Infinity II Bio LC システム

および AdvanceBio カラム

分離 検出 解析

全長生成物およびその不純物分析用の LC/MS/MS ベースのアプローチ

Agilent MassHunter BioConfirm ソフトウェア v12.0 での
オリゴヌクレオチドの配列確認のデータ解析ワークフロー

MS/MS 
データを取り込み 配列を生成 特性を配列と照合

1. LC/MS/MS 分析を設定しま
す。MS/MS を用いてター
ゲット配列のイオンフラグ
メントが生成されます

2. ヌクレオチド配列を入力しま
す。可能性のある全種類のオ
リゴフラグメントイオンの理
論上のリストが自動的に生成
されます

3. 理論上のフラグメントと取り込ん
だ MS/MS スペクトルを比較し、
一致するフラグメントでアノテー
ションします

図 4. ワークフロー 3：オリゴヌクレオチドの配列確認

図 5. ワークフロー 3：Agilent MassHunter BioConfirm ソフトウェア 12.0 でのオリゴヌクレオチドの 
配列確認のデータ解析ワークフロー
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オリゴヌクレオチドの精製 
ソリューション
アジレントは、液体クロマトグラフィーによる
サンプル精製の柔軟性と信頼性を高める、
非常に幅広いソリューションを提供していま
す。アジレントはお客様の LC 精製のスケー
ルに合わせて高性能な機器、カラム、ソフト
ウェア、サービスを提供し、非常に高い純度
と回収率を実現します。図 6 は、オリゴヌク
レオチド精製用のアジレントのワークフロー
を示しており、図 7 は、異なるスケールで動
作するアジレントシステムの成分量と流量を
比較したものです。

1260 Infinity II 
バイオイナート分析スケール 

LC とフラクションコレクタ

or

1290 Infinity II Bio LC 
システム（分取）

1290 InfinityLab LC/MSD XT 
システム（分取）

Agilent オリゴヌクレオチドカラム
（21.2 × 150 mm、4 µm、120 Å）
カラムオプション：PLRP-S 分取カラム
（25 x 150 mm、8 µm、100 Å）

OpenLab ChemStation

分析 セミ分取 分取

精製範囲 マイクログラム（µg）

1 – 50 mL/min

1 – 50 mL/min

0.01 – 10 mL/min

4.6 10 20 – 25 30 50

1 4.7 20 – 25 42 118
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ミリグラム（mg） グラム（g）

Agilent 1290 Infinity II 
分取 LC システム

Agilent 1260 Infinity II 
分取 LC システム

Agilent 1220/1260/1290 Infinity II 
分析スケール 
LC 精製システム

カラム内径（mm）

一般的な流量（mL/min）

図 7. 異なるスケールでの精製量とアジレントシステムの流量の比較

図 6. ワークフロー 4：オリゴヌクレオチドの精製
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最適化されたワークフロー：構成と詳細情報

ワークフロー 1：オリゴヌクレオチドの純度分析

バンドル ワークフロー 1A - LC/UV ワークフロー 1B - LC/MSD XT ワークフロー 1C – LC/TOF

サンプル
前処理

TOP-DNA ウェルプレートチューブ、1 µmol スケール用、150 mg、96 個（7572915C）

カラム

AdvanceBio  
オリゴヌクレオチド
（659750-702）または  
Agilent PL-SAX 
（PL1951-1502）

AdvanceBio オリゴヌクレ
オチド
（659750-702）または  
Agilent PLRP-S 
（PL1912-1502）

AdvanceBio オリゴヌクレ
オチド
（659750-702）または  
Agilent PLRP-S 
（PL1912-1502）

LC

1290 Infinity II Bio LC
必須：G7131A または 
G7132A、G7137A、および 
G7116B
オプション：G7114B（VWD）
または G7117B（DAD）

1290 Infinity II Bio LC
必須：G7131A または 
G7132A、G7137A、および 
G7116B
オプション：G7114B（VWD）
または G7117B（DAD）

1290 Infinity II Bio LC
必須：G7131A または 
G7132A、G7137A、および 
G7116B
オプション：G7114B（VWD）
または G7117B（DAD）

MS

LC/MSD XT：
G6135BA 
（OpenLab ChemStation 
制御）または G6135CA 
（OpenLab CDS 制御）

6230B LC/TOF：
G6230BA 

ソフト 
ウェア

お客様がサードパーティ CDS 
をお持ちで、UV のみの場合、
下記ソフトウェアはオプション
となります。

OpenLab CDS： 
M8414AA または OpenLab 
ChemStation： 
M8380AA、M8510AA  

OpenLab 
ChemStation（G6135BA）
または  
OpenLab CDS（G6135CA）
が付属しています。デコンボ
リューション（M8363AA）を
追加します

BioConfirm 12（M6025AA）
1 台のワークステーション：  
M6026AA または M6027AA  
ネットワークワークステーショ
ン用：M6035AA、M6036AA、
または M6037AA

ワークフロー 2：オリゴヌクレオチドの Target Plus Impurities（TPI）分析

バンドル ワークフロー 2A – LC/TOF ワークフロー 2B – LC/Q-TOF

サンプル 
前処理

TOP-DNA ウェルプレートチューブ、1 µmol スケール用、150 mg、96 個（7572915C）

カラム
AdvanceBio オリゴヌクレオチド（659750-702）または  
Agilent PLRP-S（PL1912-1502）

AdvanceBio オリゴヌクレオチド（659750-702）または  
Agilent PLRP-S（PL1912-1502）

LC

1290 Infinity II Bio LC
必須：G7131A または G7132A、G7137A、および 
G7116B
オプション：G7114B（VWD）または G7117B（DAD）

1290 Infinity II Bio LC
必須：G7131A または G7132A、G7137A、および 
G7116B  
オプション：G7114B（VWD）または G7117B（DAD）

MS 6230B LC/TOF：G6230BA 6545XT LC/Q-TOF：G6549AA

ソフトウェア

BioConfirm 12（M6025AA）
1 台のワークステーション：M6026AA または M6027AA  
ネットワークワークステーション
用：M6035AA、M6036AA、または M6037AA

BioConfirm 12（M6025AA）
1 台のワークステーション：M6026AA または M6027AA  
ネットワークワークステーション
用：M6035AA、M6036AA、または M6037AA

https://www.chem-agilent.com/contents.php?id=1006565
https://www.chem-agilent.com/contents.php?id=1006565
https://www.chem-agilent.com/contents.php?id=1006565
https://www.chem-agilent.com/contents.php?id=1004741
https://www.chem-agilent.com/contents.php?id=1004721
https://www.chem-agilent.com/contents.php?id=1002624
https://www.chem-agilent.com/contents.php?id=1006565
https://www.chem-agilent.com/contents.php?id=1006565
https://www.chem-agilent.com/contents.php?id=1004721
https://www.chem-agilent.com/contents.php?id=1004779
https://www.chem-agilent.com/contents.php?id=1002624
https://www.chem-agilent.com/contents.php?id=1002624
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ワークフロー 3：オリゴヌクレオチドの配列確認

バンドル ワークフロー 3 – LC/Q-TOF

サンプル 
前処理

TOP-DNA ウェルプレートチューブ、1 µmol スケール用、150 mg、96 個（7572915C）

カラム
AdvanceBio オリゴヌクレオチド（659750-702） 
または Agilent PLRP-S（PL1912-1502）

LC
1290 Infinity II Bio LC
必須：G7132A、G7137A、および G7116B  
オプション：G7114B（VWD）または G7117B（DAD）

MS 6545XT LC/Q-TOF：G6549AA

ソフトウェア

BioConfirm 12（M6025AA）
1 台のワークステーション：M6026AA または M6027AA
ネットワークワークステーション用：M6035AA、M6036AA、
または M6037AA

バンドル ワークフロー 4A - 分析 LC/UV ワークフロー 4B - 分取 LC/UV ワークフロー 4C - 分取 LC/MSD XT

カラム
AdvanceBio  
オリゴヌクレオチド
（659750-702） 

AdvanceBio オリゴヌク
レオチド（671150-702）
または  
PLRP-S 分取カラム
（PL1212-3800）

AdvanceBio オリゴヌク
レオチド（671150-702）
または  
PLRP-S 分取カラム
（PL1212-3800）

LC

1260 Infinity II  
バイオイナート分析 
スケール LC 精製システム
とフラクションコレクタ
G5654 と G5664B

1290 Infinity II 分取 LC
G7161B、G7158B、 
G7114A、G7163B、 
G7166A（オプション）

1290 Infinity II 分取 LC
G7161B、G7111B、 
G7158B、G7114A、 
G7115A、G7170B、 
G9324A、G1170A、 
G4738A、G7163B、 
G7166A（オプション）

MS
LC/MSD XT：
G6135BA（OpenLab 
ChemStation 制御）

ソフトウ
ェア

OpenLab ChemStation 
M8380AA と M8510AA

OpenLab ChemStation 用
自動精製ソフトウェア  
M8368AA

OpenLab ChemStation 用
自動精製ソフトウェア  
M8368AA

ワークフロー 4：オリゴヌクレオチドの分析および分取スケールの精製

https://www.chem-agilent.com/contents.php?id=1006565
https://www.chem-agilent.com/contents.php?id=1004779
https://www.chem-agilent.com/contents.php?id=1004779
https://www.chem-agilent.com/contents.php?id=1001324#Cat-4362
https://www.chem-agilent.com/contents.php?id=1001324#Cat-4362
https://www.chem-agilent.com/contents.php?id=1001324#Cat-4362
https://www.chem-agilent.com/contents.php?id=1001324#Cat-4362
https://www.chem-agilent.com/contents.php?id=1006297
https://www.chem-agilent.com/contents.php?id=1006297
https://www.chem-agilent.com/contents.php?id=1004741
https://www.chem-agilent.com/contents.php?id=1001725
https://www.chem-agilent.com/contents.php?id=1001725#Cat-4476
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