
1. はじめに

核酸医薬品は低分子医薬品とバイオ医薬品の中間に位置し、30mer程度までの合成オリゴヌクレ

オチドが主流となっており、今後、規模を拡大していくことで大変注目を集めています。

本レポートでは合成されたmiRNAをサンプルとして、カラムおよび分析条件の検討を実施しまし

た。また、合成されたmiRNAが十分な量を確保できていないため、UHPLCカラムを使用するこ

とでサンプルロスを回避しています。

2. 従来品との比較

テクニカルレポート No.33

核酸オリゴマー分析におけるUHPLCカラムの選択
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Conditions;

Column: Develosil 300 C4-HG, 3µm (2.0x50mm)

FlexFire WP C4, 2.6µm (2.0x50mm)

FlexFIre WP C8, 2.6µm (2.0x50mm)

FlexFire WP C18, 2.6µm (2.0x50mm)

Mobile phase: A) 100mM HFIP + 10mM TEA

B) Methanol

Gradient: min mL/min %A %B Curve

0.00 0.3 95 5

8.60 0.3 80 20 6

8.61 0.3 95 5 6

Detection: UV260nm

Sample: 40mer miRNA

ACACACACACACACACACACACACACACACACACACACAC

Injection volume: 1.0µL

System: Waters ACQUITY UPLC H-Class PLUS

Mixer: 100µL
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合成された40mer miRNAを従来品と新規シリカゲ

ルを採用したFlexFireシリーズで比較しました。

従来品であるDevelosil 300 C4-HGではピークテー

リングを起こし、ピーク高さも得られていません。

FlexFireシリーズではシャープなピークおよび感度

が向上しています。

核酸分析におけるカラム選定では不純物の少ない高

スペックな充填剤が必須となります。



3. 40mer miRNAの検量線

4. 1塩基違いmiRNAの分析

y = 6813.3x
R² = 1

0
500000

1000000
1500000
2000000
2500000
3000000
3500000
4000000
4500000
5000000

0 100 200 300 400 500 600 700

Pe
ak

 a
re

a 
(µ

V*
se

c)

miRNA Volume (ng)

A
U

-0.0010

-0.0008

-0.0006

-0.0004

-0.0002

0.0000

min
5.70 5.80 5.90 6.00 6.10 6.20 6.30 6.40

64.7pg
0.32ng

0.65ng

1.30ng

UV検出器における検量線は、miRNA量の0.32-650ngの領域において良好な直線を得る

ことができました。LC/MSにおいてはさらに低濃度領域までの検量線が作成できるも

のと思われます。
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FlexFire WP C18 20nt
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Conditions;

Column: FlexFire C18, 2.6µm (2.0x50mm)

FlexFire WP C18, 2.6µm (2.0x50mm): Metal free

FlexFire WP C18, 2.6µm (2.0x50mm): Stainless

FlexFire WP C8, 2.6µm (2.0x50mm)

FlexFire WP C4, 2.6µm (2.0x50mm)

FlexFire mAb-RP, 2.6µm (2.0x50mm)

Mobile phase: A) 100mM HFIP + 10mM TEA

B) A)/Methanol=50/50

Gradient: min mL/min %A %B Curve

0.00 0.3 93 7

8.60 0.3 73 27 6

8.61 0.3 93 7 6

Detection: UV260nm

Sample: 20nt (61.4µg/mL)

21nt (63.9µg/mL)

Injection volume: 2.0µL

System: Waters ACQUITY UPLC H-Class PLUS

Mixer: 100µL

ワイドポアカラムを使用することで分離度が向上し、FlexFire WP

C8にいたってはFlexFire WP C18相当の保持を得ています。

従来品と比べても飛躍的に性能が向上していることが分かります。

FlexFire WP C18による40mer miRNAの検量線



5. HFIP濃度の影響
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Conditions;

Column: FlexFire WP C18, 2.6µm (2.0x50mm)

Mobile phase: A) 200mM HFIP+20mM TEA

A) 100mM HFIP+10mM TEA

A) 50mM HFIP+5mM TEA

A) 10mM HFIP+1mM TEA

B) Mobil phase A) / MeOH=50/50

min mL/min %A %B Curve

0.00 0.3 93 7

8.60 0.3 73 27 6

8.61 0.3 93 7 6

Temperature: 60℃

Sample: 1. 5'-GUACGCGGAAUACUUCGAdTdT-3' (20nt)

2. 5'-CGUACGCGGAAUACUUCGAdTdT-3' (21nt)

Injection volume: 1.0uL

System: Waters ACQUITY UPLC H-CLASS Plus

Mixer: 100uL

HFIP濃度と保持・分離の挙動

HFIP:イオンペア（塩基）を10:1で固定し、HFIP濃度を変化させました。HFIP濃度が

5mMの時はピークを形成することができずフロントに溶出していますが、50mMの時

にはシャープなピークとして検出されています。しかし、分離の面では20ntと21ntが

やや重なる傾向にあります。単一成分の分析であれば、低濃度のHFIPでも十分に検出

が可能であることが分かります。

さらに濃度を上げていくと、100mMの時には保持・分離も良好です。200mMでは分離

度は大きくなりますが、保持は飽和に近づいていきます。本レポートでは、保持・分離

の他に、カラムの耐久性を考慮してHFIP濃度100mMを最適としました。

6. おわりに

核酸オリゴマー分析のカラム選定には、

・ワイドポアカラム

・シリカゲル基材が低不純物である

ことが重要なポイントになります。また、核酸オリゴマーを分析する移動相条件はHFIPの他にも

TEAA（トリエチルアミンアセテート)や添加するイオンペアの組み合わせで結果も変わります。

特に、LC/MSでの溶媒選択は感度や残留に大きく影響しますので、カラム・システム・溶媒を総

合的に判断して検討する必要があります。



FlexFireは野村化学の登録商標です。

本レポート中に掲載している会社名および製品名は、該当する会社の商標、登録商標になります。

本カタログ中におけるデータ等を無断で複製および転写することを禁止しています。


