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卓上型MALDI-TOF MS “MALDI-8030”を用いた
アンチセンス核酸の配列確認
西風 隆司

マトリックス支援レーザー脱離イオン化飛行時間型質量分析計 MALDI-8030
オリゴ核酸配列解析用ソフトウェア LabSolutions Insight  Biologics

 MALDI-ISDによりシンプルかつ明確にオリゴ核酸配列を読むことができます。
 複雑なMS/MSスペクトルを解析する必要がないため、省力化を実現できます。
 シンプルかつ安価な装置で核酸医薬品の合成確認が行えます。

はじめに
核酸医薬は比較的新しい医薬品モダリティーのひとつと

して近年特に注目されています。抗体医薬品などのバイオ
医薬品と異なり化学合成が可能であるため、製造コストを
抑えられるなどのメリットがある一方で、品質担保のため
の分析法開発やその標準化は発展途上であり、産学連携の
取り組みも進められています。

質量分析（MS）は様々なソフトイオン化法の発展と装置
そのものの性能向上により、核酸やタンパク質、糖鎖など
の生体高分子の分析法として定着してきています。一般的
に、核酸の配列解析にはタンデム質量分析技術（MS/MS）
が用いられますが、通常のイオン開裂技術として汎用され
るcollision-induced dissociation (CID) では、特に内部配列
を示唆するフラグメントが出にくいということが課題でし
た。

マトリックス支援レーザー脱離イオン化（MALDI）法は、
核酸のみならず様々な生体高分子をイオン化する技術とし
て用いられています。基本的にMALDI法は試料のフラグメ
ント化を起こさずソフトにイオン化することのできる技術
ですが、特殊なマトリックスを用いたり、レーザー強度を
上げることでイオン化と同時にフラグメント化するイン
ソース分解（in-source decay; ISD）を起こし、構造解析に
利用することもできます。このISDを核酸の配列解析に用い
た場合、単純開裂に基づく解釈が容易なマススぺクトルが
得られるため、配列解析に有用であることが知られていま
す。

本アプリケーションニュースでは、合成アンチセンス核
酸を卓上リニア型MALDI-TOF MS “MALDI-8030” でISD測定
を行い、得られたマススペクトルをオリゴ核酸配列解析ソ
フトウェア “LabSolutions Insight Biologics“ を用いて配列解
析を行った例をご紹介します。

質量分析
0.5 µLのサンプル溶液をMALDIターゲットプレートに搭載

し、そこに0.5 µLのマトリックス溶液を重層し風乾させた後、
MALDI-8030（図1）で測定を行いました。マトリックス溶
液としては、50%アセトニトリルに40 mg/mLで溶解させた
THAP（2‘,4’,6’-trihydroxyacetophenone monohydrate）ま
たはHPA（2-hydroxypicolinic acid）を用い、どちらも添加
剤として40 mMのクエン酸アンモニウムを用いました。マ
ススペクトルの解析、特にISDフラグメントのアサインには
LabSolutions Insight Biologicsを用いました。

図 1 MALDI-TOF 質量分析計 “MALDI-8030”本体外観（左）
およびLabSolutions Insight  Biologics （右）

モデル核酸医薬品サンプル
本アプリケーションニュースでは、合成アンチセンス核

酸 と し て 各 核 酸 医 薬 品 （ mipomersen, nusinersen 及 び 
inotersen）をモデル配列として用いました（表1）。それ
ぞれ0.1 mg/mL（約13~14 pmol/µL）になるように水に溶
解し、このうち0.5 µLを測定に用いました。

表 1 三種のモデル核酸医薬品の構造

図 2 THAPマトリックスを用いて取得したmipomersenの負イオン
MALDIマススペクトル

モデル核酸医薬品のマススペクトル
核酸のMALDI測定ではマトリックスとしてHPAやTHAPが

よく用いられます。今回のモデル核酸医薬品にもこれらを
検討したところ、負イオンモードにおいて脱プロトン化体
[M-H]-としてイオン化できました。クエン酸アンモニウム
を添加することで、不要なカチオン付加を抑制することが
可能でした（図2）。
Created By Engineer, Data: n_Mipo_10shots_LP65_0001:E1 12 July 2022 13:31:05 Cal:Named Calibration "LockMass at 7175.7 Da " by Engineer on 12 July 2022 13:32:05 
Shimadzu MALDI-8030: Tuning Linear negative, Power 65, P.Ext at 7000.00 (bin 206), Ion Gate Blanking: 500.00
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Name Chemical formula Mw Note

Mipomersen C230H324N67O122P19S19 7177.2 ASO, PS (full), 2'-MOE, 20 mer
5’-G*-mC*-mC*-mU*-mC*-dA-dG-dT-dmC-dT-dG-dmC-dT-dT-dmC-G*-mC*-A*-mC*-mC*-3’

Nusinersen C234H340N61O128P17S17 7127.2 ASO, PS (full), 2'-MOE, 18 mer
5’-T*-mC*-A*-mC*-T*-T*-T*-mC*-A*-T*-A*-A*-T*-G*-mC*-T*-G*-G*-3’ 

Inotersen C230H318N69O121P19S19 7183.1 ASO, PS (full), 2'-MOE, 20 mer
5'-T*-mC*-T*-T*-G*-dG-dT-dT-dA-dmC-dA-dT-dG-dA-dA-A*-T*-mC*-mC*-mC*-3'

* = 2‘-O-(2-methoxyethyl)    m = 5-methyl    d = 2‘-deoxy
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まとめ
MALDIは一価のイオンを優先的に生じることから、複雑

なマススペクトルを解釈することなく、合成アンチセンス
核酸の質量確認が容易に行えます。また、MALDI-ISD測定
はMS/MS能力のないリニア型TOF MSでも実施可能なので、
卓上型のようなシンプルな構造のMALDI-TOF MSでも活用
できます。化学修飾を多く含む核酸医薬品の場合において
も、通常のオリゴ核酸同様、MALDI-ISDにおいて単純開裂
に基づくシンプルな一連のフラグメントイオンが生じるの
で、内部配列の解析に有効でした。

謝辞
本アプリケーションニュースは AMED 次世代治療・診断

実現のための創薬基盤技術開発事業「核酸医薬品の製造・
精製・分析基盤技術の開発」プロジェクト（代表：小比賀
聡）による支援の成果によるものです。

オリゴ核酸のMALDI-ISDの特徴
オリゴ核酸のMALDI-ISDでは、ホスホジエステル結合の

一か所で切断されたイオンの5’側であるa-seriesと3’側であ
るw-seriesが特異的に観測されます（図3）。一方、CIDで
は様々なタイプの開裂イオンが観測される傾向にあり、さ
らにプリカーサーとするオリゴ核酸イオンの価数によって
も生成されるフラグメントが異なるため、解析が複雑にな
ることや、内部配列を示唆するフラグメントが出にくいこ
とが指摘されています。MALDI-ISDで観測されるシンプル
かつ連続的なシグナルは内部配列のみならずオリゴ核酸の
配列解析に大変有効です。

モデル核酸医薬品のMALDI-ISD
MALDI-8030を用い、負イオンモードで取得したモデル核

酸医薬品（mipomersen, nusinersen 及び inotersen）の
MALDI-ISDマススペクトル図4に示します。ISDを起こすに
は、通常よりもレーザーパワーを上げて測定するだけです
が、マトリックスとしてTHAPよりもHPAを用いる方が効率
的でした。ホスホロチオエート修飾をはじめ、様々な修飾
が施された核酸医薬品であっても、連続的なISDピークを生
じることが分かりました。この一価イオンからなるマスス
ペクトルはシンプルなためマニュアル解析も可能ですが、
LabSolutions Insight Biologicsを用い自動で解析する事も可
能 で す 。 マ ス ス ペ ク ト ル を mzML フ ァ イ ル で 出 力 し 、 
LabSolutions Insight Biologicsに配列情報を入力したうえで
解析を実行すると速やかにアサインの結果が表示されます。
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図 3 MALDI-ISDで観測されるオリゴ核酸フラグメントイオンの命名法
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%
 In

te
ns

ity

0

20

40

60

80

100

m/z
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000 6500 7000 7500

Processed data (averaged) 232.0 mV 273.6 mV 149.0 mV

804.5

7181.7

691.3 1085.5

709.0
1480.1

1996.1
3592.1

1103.4 2325.3 2655.0827.2 1576.2 3000.1 7320.72015.1 3649.63320.32678.7

4298.3

2359.8

3969.0

3023.1

4618.5

7051.3

4938.3

6787.2

7416.1

5703.2

5283.4

6097.1
6377.0

7123.7

856.1

1250.7691.1 3564.1

1094.6
1644.3 7263.2

1190.4 2063.7770.9 1602.3 2458.3 2861.7 3265.1 7218.63633.1

4062.6

4455.6
4849.6

6825.2

5243.6

5637.4

6432.96030.5

803.9
7175.2

1207.9

716.5

703.6 1110.4 2021.0
2340.71601.4 3589.5737.1

7313.82660.92226.9812.8 2981.21897.6 3300.51619.1 3646.32363.5 2685.5

3966.4

3005.5

4285.4

1906.4

4605.5
4950.8

7408.6
5278.4

6852.5
5672.3 5969.2

6365.4

x5 x20

(a) mipomersen

(b) nusinersen

(c) inotersen

[M-H]-

[M-H]-

[M-H]-

[M-2H]2-

[M-2H]2-

w-series (3’側)

a-series 
(5’側)

[M-2H]2-

図 4  HPAマトリックスを用いて取得したモデル核酸医薬品の負イオンMALDI-ISDマススペクトル
(a)  mipomersen, (b) nusinersen, and (c) inotersen

MALDI-8030はリニアモード専用機であるためMS/MS能力
は有しませんが、ISDを行うことで配列解析に応用すること
ができます。合成物の配列確認はもとより、HPLCで単離分
取したような構造不明な不純物の配列確認などにも応用可
能であると考えています。

図5にLabSolutions Insight Biologicsを用いて解析したモデル
核酸医薬の解析結果の一例を示します。

図 5 LabSolutions Insight Biologicsによるモデル核酸医薬品の解析例

A改定発行：2025年 3月
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