
目的
Auto•Blend™ Plus テクノロジー搭載の
ACQUITY UPLC® H-Class Bioシステムを用
いて、siRNAオリゴヌクレオチドと合成時に
生成する誤配列をもつ様々な副生成物との
分離を検討します。

背景
合成オリゴヌクレオチドは分子生物学、臨床
診断、新規治療薬の開発等の分野で幅広く 
用いられています。RNAi（RNA interference、 
RNA 干渉）のメカニズムが発見されて以来、 
RNAiを利用した治療法が注目を集め、それと
ともに、21残基程度の長さを中心とする短い
RNAオリゴヌクレオチドの分析法の開発も進
んでいます。

RNAオリゴヌクレオチドは固相合成により段 
階的に生産されます。合成されたオリゴヌク 
レオチドは担体から外されますが、この際に、 
目的のオリゴヌクレオチドだけではなく、配列 
の一部を欠損したものや合成時に生成する
不純物も混入します。薬品の安全性、薬効を
確実にするためには、目的物以外の物質を
定量し、その特性を解析することが求められ
ます。

ACQUITY UPLC H-Class Bioシステムで、21残基のsiRNA
を合成時の様々な副生成物から効率よく分離します。

ACQUITY UPLC H-Class Bio 
システムによる効率的なsiRNA分析

副生成物産物中の21残基のsiRNAの分離。合成ヌクレオチドの品質管理の例。 
ACQUITY UPLC H-Class BioシステムのAuto•BlendPlus機能により、3液自動混合を行い、
迅速かつ正確な分析法を確立。
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様々な不純物を含む合成オリゴヌクレオチドの分
離には、UPLC®によるイオンペアを利用した逆相
分析が有効です。siRNAの分離には、MS検出に適
した試薬、非変性状態でsiRNAの2本鎖を保った
まま使用できる試薬など複数のイオンペア試薬
が利用できます。また、修飾オリゴヌクレオチド 
では、試料に適した特別な組成の移動相が必要に
なることもあります。試料に適した分析法を最適
化するためには、様々な組成の移動相を試さな 
ければなりません。ACQUITY UPLC H-Class Bio
システムは、水や100%有機溶媒、イオンペア試薬 
のストック溶液を、正確、精密、そして自在に自動
混合することができ、まさにこのような目的のた
めに開発された4液混合システムです。

ソリューション
合成オリゴヌクレオチドの分析では、2液グラジエントがよく用いられます。
ここでは、ACQUITY UPLC H-Class Bio システムのAuto•Blend Plusテク 
ノロジーを使用し、3液グラジエントで21残基の合成siRNAを分離した例を
ご紹介します。

溶媒Cを、イオンペア試薬として500 mM 酢酸ヘキシルアンモニウム（pH 7）、 
溶媒Aを100%水、溶媒Bを100%アセトニトリルとしました。希釈や混合
溶媒の事前調製が不要であることから、分析準備が簡便になり、調製時
のミスも軽減されます。28%から39%の有機溶媒グラジエントを行い、
この間、イオンペア試薬は一定に20%送液しました。この分析ではUPLC 
Oligonucleotide Separation Technology (OST) C18カラムを使用し、検出
はUV検出器(TUV)にて行いました。

その結果、目的の21残基siRNAと不要な不純物とを良好に分離することが 
できました。主ピークが目的物、その他は誤配列をもつ副生成物のピークです。
これらの様々な副生成物をわずか6分で分離しています。主ピークの後に溶
出しているピークは、目的のRNAより長い配列をもったオリゴヌクレオチド
です。これらは、合成中に余分なヌクレオチドが結合したものや、保護基の 
脱離が不完全であったオリゴヌクレオチドです。 

まとめ
21残基siRNAを合成時の多くの副生成物から6分で分離することが可能でした。 
ACQUITY UPLC H-Class BioシステムのAuto•Blend Plusテクノロジーにより 
溶媒調製を簡略化し、分析法開発をより柔軟に行っていただくことが可能です。

このきわめて効率的で、かつ費用対効果の高いシステムをご使用いただく 
ことで、法規制の要求基準を満たし、より確かな、信頼性の高いオリゴヌク 
レオチド分析を実現します。
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